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Desde tiempos muy ant iguos e l  hombre ha u t i l i z a d o  a 
10s a l c a l o i d e s  como medicina, venenos o pociones mdgicas; 
s i n  embargo, s61o recientemente se ha alcanzado un conoci- 
miento p r e c i s 0  acerca de l a s  e s t r u c t u r a s  de muchos de e s t o s  
1 i n t e r e s a n t e s  compuestos . 
E l  termino a l c a l o i d e  (parecido a1  S l c a l i )  fue  propuesto 
por primera vez por e l  farmac6utico W. Meissner en  1819 para  
nombrar a 10s compuestos bdsicos que se obtenfan desde ex- 
t r a c t o s  de p l a n t a s  y cuyo a n d l i s i s  e lemental  indicaba l a  p r e  
- 
sencia  de nitrbgenol.  Mds a l l d  de e s t o s  r e q u i s i t o s  l a  d e f i n i  -
cidn de a l c a l o i d e  a h  hoy r e s u l t a  d i f i c u l t o s a .  
Los a l c a l o i d e s  t i enen  usualmente una e s t r u c t u r a  comple j a  
con e l  dtomo de ni t r6geno involucrado en un a n i l l o  he teroc l -  
c l i c o ;  generalmente presentan una marcada a c t i v i d a d  farmaco- 
lbgica .  Tales  compuestos s61o es tdn  presentes  en  c i e r t o s  g6- 
neros y f a m i l i a s  de p lan tas .  A s l ,  todas  e s t a s  c a r a c t e r l s t i c a s  
deben ser consideradas cuando s e  c l a s i f i c a  ~a sus tanc ia  co- 
mo a l c a l o i d e .  
L a s  aminas simples como l a s  a lqui laminas y l a s  c o l i n a s ,  
no son consideradas como a l c a l o i d e s  debido a s u  amplia d i s t r i  
- 
bucibn en l a  na tu ra leza ,  a6n en e l  r e i n o  animal. Algunas a u t o  
- 
2 
r idades  en e l  tema , in t rodujeron  e l  tgrmino de "aminas b i o l d  
- 
g icas"  o "pro toa lca lo ides"  para nombrar e s t o s  compuestos pre- 
s e n t e s  en 10s vegeta les ;  a6n algunos au to res  u t i l i z a n  este t 6 r  
- 
mino para  d i f e r e n c i a r  a 10s a l c a l o i d e s  de o t r a s  sus tanc ias  s i  
- 
milares  en l a s  cua les  e l  6tomo de n i t rdgeno no forma p a r t e  de 
un h e t e r o c i c l o ,  per0 l a  tendencia  genera l  es cons iderar  a 
esos  compuestos como verdaderos a l c a l o i d e s  cuando l a s  demss 
c a r a c t e r l s t i c a s  a s f  l o  indiquen. ~ s l ,  l a  mescalina (1) - , e l  
p r i n c i p i o  alucindgeno a c t i v o  obtenido de c i e r t a s  e spec ies  de 
cac tus  mejicanos, e s  considerado por l a  mayorla de l a s  auto- 
r idades  en e l  tema como un verdadero a l c a l o i d e ,  fundamental- 
mente debido a sus  propiedades farmacolbgicas3 y a s u  l imi tada  
d i s t r i b u c i d n  en e l  mundo de l a s  p lan tas .  Por las  mismas razo- 
nes  l a  co lch ic ina  ( 2 )  - es considqrado como un a l c a l o i d e ,  atin 
teniendo en cuenta  que no e s  bdsica y que s u  Storno de n i t r6ge  -
no no forma p a r t e  de un he te roc ic lo .  
Probablemente e l  primer i n t e r e s  c i e n t l f i c o  en 10s a l c a l o i  
- 
des haya s i d o  m6dic0, debido a que muchas p l a n t a s  usadas como 
drogas durante  c i e n t o s  de aEos deben s u  e f e c t o  a l a  presencia  
de a l ca lo ides .  Actualmente es todavla m6s i n t e r e s a n t e  t r a t a r  de 
e x p l i c a r  10s mecanismos por 10s cuales  c i e r t o s  a l c a l o i d e s  e j e r  
- 
cen s u  e f e c t o  farmacol6gico. 
Desde el  punto de v i s t a  de l a  Qulmica Orggnica e l  es tudio  
de 10s a l c a l o i d e s  ha ocupado siempre un l u g a r  importante; pug 
de d e c i r s e  que con l a s  inves t igac iones  d e s a r r o l l a d a s  durante 
l a  primera mitad d e l  s i g l o  pasado sobre l a  na tu ra leza  de 10s 
a l c a l o i d e s  de l a  cinchona comenz6 e l  e s t u d i o  de l a  qulmica 
de 10s heteroc ic los4 .  Con e l  advenimiento de  las modernas t 8 c  -
n i c a s  espectroscdpicas  e l  i n t e r &  por 10s a l c a l o i d e s  ha ido  
en aumento, ya que e s t a s  permit i ron r e s o l v e r  en  muchos casos 
10s problemas complejos que presentaba l a  e luc idac idn  de sus 
e s t u c t u r a s .  
Por o t r a  p a r t e ,  l a  s i n t e s i s  de e s t o s  productos complejos 
ha cont r ibuido  a d e s a r r o l l a r  e s t e  aspect0 t a n  importante de 
l a  Qufmica Orgbnica. 
A p a r t i r  de 10s primeros aEos de l a  dgcada d e l  ' 5 0 ,  l a  
u t i l i z a c i d n  de t r azadores  marcados con i s6 topos  rad iac t ivos  
permit i6  a 10s qulmicos orgdnicos y bioqulmicos comenzar a 
e s t u d i a r  10s caminos metab6licos por 10s c u a l e s  l a s  p lan tas  
s i n t e t i z a b a n  sus  a l c a l o i d e s  desde s u s t r a t o s  s e n c i l l o s .  
Aunque e l  esfuerzo  dedicado durante t a n t o s  aiios ha pro 
- 
ducido un considerable  baga je de conocimientos , 10s t r e s  
enfoques de l a  qulmica de 10s a lca lo ides  a n t e s  mencionados 
siguen consti tuyendo Sreas  de inves t igac idn  a c t i v a s  en  Qui 
- 
' mica OrgSnica. 
I. 1. Metabolism0 y acumulacidn de a l c a l o i d e s  . 
-
Los e s t u d i o s  sobre e l  metabolismo de 10s a lca lo ides  
han s i d o  enfocados sobre 10s mecanismos a t r a v g s  de 10s 
cua les  t a l e s  compuestcs son s i n t e t i z a d o s  por  l a s  plantas;  
muchos de e s t o s  caminos s e  conocen ahora con gran d e t a l l e .  
D e  e s t e  modo, grandes grupos de a l c a l o i d e s  han s i d o  r e l a c i o  -
nados b ios in tg t icamente  con aminoscidos: asi ,  10s a l c a l o i  -
des indd l i cos  provienen de t r i p t o f a n o  y 10s bencilisoquino- 
2 l f n i c o s  de l a  t i r o s i n a  . 
Durante muchos afios se ha sos tenido  que 10s a lca lo ides  
e ran  productos f i n a l e s  d e l  metabolismo de l a s  p lan tas ,  co -
mo es la  urea  e n  10s mamfferos, Sin embargo r e s u l t a  c l a r o  
que en muchos casos e s t o  no e s  a s i  s i n 0  que 10s a lca lo ides  
se encuentran en un e s t a d o  dindmico, en e l  c u a l  s u  concen 
- 
t r a c i d n  t o t a l  en cada momento r e s u l t a  de un equilibria eq 
t r e  sus  velocidades de s f n t e s i s  y degradacidn. En alguna 
medida este concepto e r a  conocido desde la antigiiedad en 
e l  caso de 10s a l c a l o i d e s  que presentaban a c t i v i d a d  farms 
coldgica  conocida . Las p l a n t a s  que contienen tales dro  
- 
gas t i enen  un tiempo dptimo para  cosecharlas  y raramente 
B s t e  corresponde a 1  perfodo de senectud d e l  vegetal .  La i m  
- 
p l i c a n c i a  c l a r a  que surge aquT es que e l  contenido de a l c a  
l o i d e s  debe a lcanzar  un mdximo y luego d e c l i n a r ,  A menudo 
l a  var iac idn  observada en e l  contenido de a l c a l o i d e s  no si 
- 
gue un simple curso  en  e l  tiempo s i n o  que se corre lac iona  
con e l  e s t ado  de d e s a r r o l l o  d e l  vegeta l .  
E s  conocido tambign desde hace c i e n t o s  de afios que e l  con -
tenido de un a l c a l o i d e  en  l a  p l a n t a  puede v a r i a r  aGn durante  
e l  mismo dfa .  A s l ,  Theo9hrastos (400 a C) p r e s c r i b f a  para  l a  re -
colecci6n de h i e r b a s  que poselan drogas que: "algunas r a f c e s  de -
ben r e c o l e c t a r s e  a l a  noche, o t r a s  durante  e l  d f a  y o t r a s  a n t e s  
de que l e s  dB e l  s o l "  5 .  Tales  f luc tuac iones  han s i d o  observa -
das por F a i r b a i r n  y c 0 1 a b . ~  para  10s a l c a l o i d e s  d e l  opio,  demos -
trando que l a  morfina ( 3 )  - e s t a b a  presente  en una concentracidn 
cuat ro  veces mayor cuando l a s  p l a n t a s  se cosechaban a l a s  9 a . m .  
que cuando l o  hacfan a l a s  9 p.m.. 
La u t i l i z a c i d n  de t razadores  marcados con i s6 topos  r a d i a c t i  
- 
vos ha p r o v i s t o  evidencias  pa ra  l a  a c t i v i d a d  metab8lica de 10s 
a lca lo ides .  Mediante e s t a s  t e c n i c a s  se puede medir l a  velocidad 
de renovacidn d e l  a l c a l o i d e ,  aGn en 10s casos  en que l a  concen 
- 
t r a c i 6 n  t o t a l  permanece cons tante  debido a que las mol&culas 
es tdn  siendo continuamente degradadas y reemplazadas. U t i l i z a n  
- 
do e s t a  tgcnica ,  Frank y Marion demostraron que l a  vida media 
7 de l a  hordenina ( 4 )  en l a  cebada e r a  de  s610 42 horas  . 
- 
Las evidencias  d i spon ib les  indican  que los a l c a l o i d e s  no 
pueden cons iderarse  mds como productos f i n a l e s  i n e r t e s  d e l  m e  
- 
tabolismo de las p l a n t a s .  S i n  embargo, e x i s t e  muy poca informa 
- 
ci6n en cuanto a1 des t ino  de l a s  mol&culas de  a l c a l o i d e  que son 
degradadas. 
Cuando s e  suminis t r8  a l a s  p l a n t a s  a l c a l o i d e s  marcados con 
is6topos r a d i a c t i v o s ,  en l a  mayorla de 10s casos no se pudie 
- 
ron i d e n t i f i c a r  rigurosamente 10s productos marcados formados. 
De e s t e  mod0 e l  catabolismo de 10s a l c a l o i d e s ,  junto con l a  
causa por  l a s  cua les  c i e r t a s  p l a n t a s  s i n t e t i z a n  estas mol6c_u 
l a s ,  es todavza hoy un m i s t e r i o  pa ra  l a  mayorza de 10s a l c a l o i  -
des  conocidos. 
1.2. Alcaloides de l a  cebada (Hohdeum vuRgake) .  
-
La cebada e s  un importante  c e r e a l  domesticado de r a z a s  s a i  
va jes ,  l a s  cua les  todavia  se encuentran en e l  sudoeste de Asia. 
Su c u l t i v o  s e  ext iende  desde e l  Ar t ico  h a s t a  las a l t a s  monta 
fias y puede c rece r  en d e s i e r t o s  ya que t o l e r a  mayor concentra 
cidn s a l i n a  que l a  mayorza de 10s ce rea les .  
Aunque l a  cebada e s  un c u l t i v o  de clima frTo r e s i s t e  a l t a s  
temperaturas si l a  humedad es b a j a ,  pero no se adapta a 10s 
climas cdl idos  y hdmedos. Las zonas de mayor producci6n son: 
. . 
- . .:I 
.Znropa, e l  n o r t e  de Afr ica ,  E t iop ia ,  e l  Cercano Oriente ,  U R S S ,  
China, I n d i a ,  Canadd y EEUU. En nues t ro  paTs e l  c u l t i v o  de ce -
bada s e  ext iende  por todo e l  t e r r i t o r i o  nac ional ,  desde La 
8 Quiaca h a s t a  T i e r r a  d e l  Fuego . 
En orden de importancia l a  cebada s e  u t i l i z a  para  l a  a l F  -- 
mentacidn de animales,  para  l a  fabr icac i6n  de maltas  para c e r  -
veza y para  l a  alimentaci6n humana. 
Los e s t u d i o s  qulmicos sobre l a  cebada comenzaron hace mu - 
chos afios, debido a 1  i n t e r e s  que despertaba para  l a  f a b r i c a  -
ci6n de cerveza. E l  malta empleado en l a  f ab r i cac idn  de l a  
cerveza e s t d  c o n s t i t u i d o  por e l  grano de cebada rec ien  germi -
nado y secado. Debido a  l a  c o r t a  duraci6n de l a  germinaci6n 
( 2 4  a 48 horas  dependiendo de l a  temperatura a  l a  que Bsta s e  
r e a l i c e )  , las p l d n t u l a s  es tdn  c o n s t i t u i d a s  por  r a i c i l l a s  l a s  
9 
cuales  s e  el iminan fdcilmente por  f r i c c i 6 n  . 
Se habia  encontrado que un medio de cul t ivo 'preparddo lcun 
un e x t r a c t 0  acuoso de e s t a s  r a i c i l l a s  no pe rmi t l a  e l  desar rg  
110 de c i e r t o s  microorganismoslO. Leger fue e l  primero en ana -
l i z a r  s i  e s t a s  propiedades e ran  debidas a  un p r i n c i p i o  qulmi 
- 
co. Es tas  inves t igac iones  f i n a l i z a r o n  con e l  ais lamiento  de 
un a l c a l o i d e  que Leger denomind hordenina (4 )  y cuya e s t r u c t z  
- 
r a  determine 11-15 
En 1935, H.  von Euler  y colab. l6 a i s l a r o n  por  primera vez 
desde ho jas  de p l a n t a s  de cebada, un a l c a l o i d e  de fdrmula mo 
- 
l e c u l a r  CllH14N2 a 1  cua l  dieron e l  nombre de gramina. Casi 
simultSneamente, o t r o s  inves t igadores  a i s l a r o n  desde Atrundo 
donax un compuesto de i g u a l  fdrmula molecular,  a 1  que 112 
maron donaxina17. E s  t ud ios  comparativos r e a l i z a d o s  por e l  
grupo de von ~ u l e r l ~  indicaron  que ambos productos e ran  iden 
-
t i c o s  y correspondxan en rea l idad  a una misma sus tanc ia ,  p s  
r a  l a  cua l  e s t a b l e c i e r o n  defini t ivamente e l  nombre de gram& 
na ( 2 ) .  
Posteriormente,  se encontraron e n  t a l l o s  de cebada 10s 
a lca lo ides  i n d d l i c o s  3- (aminometil) -indo1 ( 6 )  y 3- (metilami 
- 
nometil)  -indo1 ( 7 )  , 10s cuales  es tSn re lac ionados  b i o s l n t e  
- 
-
ticamente con l a  qamina20 .  Tambien s e  encontraron en r a i c e s  
de cebada o t r a s  B-fenile t i laminas  muy re lacionadas t a n t o  es 
-
t r u c t u r a l  como b i o s i n t e  ticamente con l a  hordenina 2 1 , 2 2 .  , e l l a s  
son l a  t i ramina  ( 8 )  , l a  N-metiltiramina (9 )  y l a  candicina 
- - 
La gramina fue  a i s l a d a  tarnbien desde f l o r e s  de Atrundo 
14,24, 
 dona^^^ y desde o t r o s  rniernbros de l a  f a m i l i a  Gtatnineae 
25 t 2 6 ,  Accxaceae 2 7  r28y  Leguninoseae 29,30 
1 . 3 .  Dis t r ibuc idn  y b i o s f n t e s i s  de gramina en p l a n t a s  de 
-
cebada. 
Despugs de 10s primeros t r a b a j o s  de von E u l e r  y colab.  16, 
' 2 4  ,qu ienes  determinaron l a  l o c a l i z a c i d n  y concentracidn 
de gramina en l a  p l a n t a  de cebada en funci6n d e l  grado de dg 
s a r r o l l o  , muchos inves t igadores  e s tud ia ron  l a  d i s t r i b u c i d n  y 
l a  b i o s i n t e s i s  de este a l c a l o i d e  en cebada. 
ES conocido que l a s  s e m i l l a s  de cebada no cont ienen 
a l c a l o i d e s ,  per0  que e s t o s  comienzan a aparecer  en l a s  r a i c i  -
l l a s a p a r t i r  d e l  primer d i a  de l a  germinacidn 21,22,31,32 . L a  
gramina (5) - aparece en  10s t a l l o s  de cebada a 1  t e r c e r  d i a  de 
l a  germinaci6n y permanece en l a s  p l a n t a s  en cant idades de tec  
-
t a b l e s  por  30-50 d ~ a s l * ' ~ ~ .  Despugs de este perlodo las  plan_ 
tas no presentan a l c a l o i d e s ,  aunqae e l l a s  r e t i enen  p a r t e  de 
s u  capacidad para  degradar l a  gramina ex6gena. . 
La gramina no cont iene l a  unidad indole t i lamina  presente  
en e l  t r i p t o f a n o  (11) y l a  t r ip tamina  (12) ,  s i n o  que un sd lo  
- - 
dtomo de carbono separa  a 1  ndcleo i n d d l i c o  d e l  ni t rdgeno bds i  
- 
co d e l  a l ca lo ide .  Como h i p d t e s i s  b iogengt ica ,  no e r a  de espe 
- 
rar l a  incorporacidn e s p e c l f i c a  de t r ip to fano-  8 -14c en e l  
dtomo de carbono met i len ico  de l a  gramina. 
Se podla prever  que e l  t r i p t o f a n o  apor ta ra  s61o e l  n6 -
c l e o  i n d d l i c o  y que l a  gramina se b i o s i n t e t i z a r a  en l a s  pla? -
t a s  de cebada en una forma andloga a s u  s f n t e s i s  qufmica a 
p a r t i r  de i n d o l ,  formaldehido y dimetilamina. Sin embargo, 
cuando Bowden y ~ a r i o n ~ ~  suministraron t r i p t o f  ano- 8 -14c a 
p l d n t u l a s  de cebada de 6 d l a s ,  pudieron a i s l a r  a 1  cab0 de 5 
d f a s ,  gramina marcada s61o en e l  grupo metileno de l a  cadena 
l a t e r a l .  
A h  considerando que l a  incorporaci6n de l a  r a d i a c t i v i  -
dad no fue a 1  a z a r ,  este experiment0 no eliminaba l a  pos ib i  -
l i d a d  de que l a  incorporacidn hubiera  s i d o  i n d i r e c t a ,  ya que 
e l  precurso r  podla haber separado l a  cadena l a t e r a l  (en una 
reaccidn s i m i l a r  a l a  que ocurre  en m i ~ r o o r ~ a n i s m o s ~ ~ )  en i n-
do1 y una unidad de t r e s  carbonos, l a  c u a l  por p o s t e r i o r  &gra - 
dacidn podrfa  proveer e l  fragment0 de un carbon0 marcado, que 
p roduc i r l a  l a  incorporacidn en forma e s p e c f f i c a  en l a  gramina- 
Para  e l i m i n a r  esta pos ib i l idad ,  Leete  y ~ a r i o n ~ ~  suminis -
t r a r o n  t r i p t o f a n o  (11) - doblemente marcado en  e l  C-2 d e l  nfj 
c l e o  i n d d l i c o  y en e l  C-13 de l a  cadena l a t e r a l  a p lan tas  de 
cebada de 5 d l a s  de geminacidn ,  y encontraron que l a  gramina 
a i s l a d a  desde 10s t a l l o s  despugs de 6 d l a s  de agregar e l  trg 
zador , e s t a b a  marcada especf f icamente en l a s  posiciones espe -
. radas.  L a  r e l ac idn  de ac t iv idad  e n t r e  l a s  dos posiciones mar 
- 
cadas en l a  gramina e r a  idgn t i ca  a l a  r e l ac i6n  e n t r e  10s 
mos marcados en e l  precursor .  E s t e  r e s u l t a d o  mostraba que e l  
C- $ de l a  cadena l a t e r a l  d e l  t r i p t o f a n o  permanecla unido a 1  
nlicleo ind6 l i co  a t r a v e s  de todo e l  camino b i o s i n t s t i c o  a g r a  -
mina. 
Pos teriormen t e  , Lee t e  y cokb.  37 administraron t r i p t o f a n o  
3 doblemente marcado con H y 14c en e l  C- B a t a l l o s  de cebada, 
y encontraron que l a  gramina a i s l a d a  desde las  p l a n t a s  preseE 
taba  l a  misma re lac idn  3 ~ / 1 4 ~  que e l  precursor  y que ambos 
i sd topos  s e  encontraban en e l  grupo meti leno d e l  a l ca lo ide ,  
por  l o  cua l  sug i r i e ron  que e l  grupo meti leno de l a  cadena 13 
t e r a l  d e l  t r i p t o f a n o  permanecza i n t a c t 0  durante  toda l a  sg 
cuencia b i o s i n t g t i c a .  
A l a  luz  de e s t o s  r e su l t ados ,  dichos a u t o r e s  descartaron 
l a  pos ib i l idad  de que e l  indol-3-carboxaldehido (13) y e l  dcz 
- 
do indol-3-carboxi l ico ( 1 4 )  fuesen precursores  de gramina en  
- 
t a l l o s  de cebada, ya que e l  pasa je  a t r a v s s  de e l l o s  implica 
- 
r l a  l a  ruptura  de l a  unidad -CH2- d e l  precursor .  Sin embargo, 
10s mismos a u t o r e s  sefialaron que e l  t r ip to fano-  8 - 3 ~  u t i l i z a  
- 
do en e s a  exper ienc ia  deber l a  e s t a r  fundamentalmente marcado 
con un so lo  dtomo de t r i t i o  por mol6cula, po r  l o  cual  e l  i n  
- 
dol-3-carboxaldehido podrza haberse formado a p a r t i r  de t r i ~  
tofano- 8 - 3 ~  re teniendo l a  mayor p a r t e  de l a  marcacibn, ya 
que debia e spe ra r se  que en l a  reaccibn enzimst ica  e s tuv iese  
. 
favorecida l a  rup tu ra  d e l  enlace C-IH con respecto  a 1  C - 3 ~ .  
Los autores  consideraron igualmente que e l  e f e c t o  i so t6pico  
no deberPa s e r  t a n  importante como para  enmascarar 10s r e s u i  
tados obtenidos.  
En un i n t e n t o  por  a i s l a r  10s i n t e rmedia r ios  de la conver -
s idn  de t r i p t o f a n o  (11) en gramina (5) , Breccia  y Marion 38 
- - 
suminis traron indol-3-carboxaldehido- a -14c a p l a n t a s  de 
cebada e n t e r a s  de 6 dZas de edad, per0  no encontraron gramina 
marcada a 1  cab0 de 5 d l a s  de l a  adminis tracidn d e l  t razador .  
S i  b ien  no s e  habia  comprobado s i  las  p l a n t a s  absorbfan e l  
compuesto marcado en l a s  condiciones u t i l i z a d a s  (el aldehido 
se suminis trd d i s u e l t o  en e t a n o l  65%) , n i  s e  determine con 
p rec i s idn  e l  momento en e l  cua l  deb5a buscarse l a  gramina mar 
cada, 10s a u t o r e s  concluyeron que e l  indol-3-carboxaldehido 
(13) no e r a  p recurso r  de gramina en p l a n t a s  de cebada. Whigt 
- 
man y colab. 39 t rabajando en o t r a s  condicionO's y s61o con t a  
- 
110s de cebada, encontraron resu l t ados  de incorporacidn en 
38 gramina d i f e r e n t e s  a  10s obtenidos por  Breccia y Marion pg 
r a  algunos t r azadores ,  per0 en e s t a  exper i enc ia  no se ensayd 
e l  indol-3-carboxaldehido. En l a  presente  t e s i s  se obtuvig 
ron r e s u l t a d o s  de incorporacidn para  e l  aldehido 13, 10s cua 
- 
les se d i scu ten  e n  e l  Capltulo 111. 
Los r e s u l t a d o s  anteriormente comentados eran  compatibles 
con e l  mecanismo h ipo t6 t i co  propuesto por  wenkert40 pa ra  l a  
b i o s f n t e s i s  de gramina (Figura 1) , e l  cua l  involucraba l a  ru2 
t u r a  a - de l a  cadena l a t e r a l  d e l  t r i p t o f a n o  a t r a v e s  de 
un aducto t r ip to fano- fos fa to  de p i r i d o x a l  y una meti len -
indolenina ( 5 ) . 
Como s e  ind icd  en l a  pdgina 8, 10s precursores  inmedia 
-
t o s  de l a  gramina 3- (aminometil) -indo1 ( 6 )  - y 3- (metilamino -
m e t i l )  -indo1 ( 7 )  - propuestos en e s t a  h i p d t e s i s  s e  encontraban 
p resen tes  en l a  cebada; e l l o s  producfan gramina (5 )  - cuando 
s e  10s incubaba con S-adenosilmetionina en presencia  de ex 
t r a c t o s  de t a l l o s  de cebada19. Ambos compuestos fueron precur  -
sores  de gramina cuando se  10s suminis trd marcados con carbo 
-
no-14 en l a  pos ic idn  2 d e l  a n i l l o  i n d d l i c o  a t a l l o s  de ceba 
- 
20 da en d e s a r r o l l o  . 
De e s t e  modo, l a  b i o s h t e s i s  de gramina ha s ido  e luc ida  
-
da en gran p a r t e  en cuanto a 1  t r a b a j o  con precursores  marc2 
dos. La ev idenc ia  f i n a l  para e l  mecanismo propuesto debe ob 
- 
tenerse  d e l  a i s l amien to  de l a  enzima dependiente de p i r idoxa l ;  
de hecho, se ha encontrado un preparado enzim6tico crudo e l  
cua l  c a t a l i z a  l a  conversi6n de t r i p t o f a n o  en gramina y g l i c z  
4 1  
na . 
Experiencias  r ea l i zadas  con PhaCahi~ atundinacea ( Gha 
- 
nineae ) 4 2  y Lupinus hattweggi 4 3  indicaron  que l a  b i o s l n t g  
sis de gramina s igue  e l  mismo curso que en cebada. 
+ COOH 
CHO 
41 Figura 1: Esquema propuesto para la bioslntesis de gramina . 
(SAM: S-adenosilmetionina) . 
1 . 4 .  Catabolismo de gramina. 
-
La  gramina ha s i d o  uno de 10s a l c a l o i d e s  mSs estudiados 
debido a s u  c a r 6 c t e r  de indolalqui lamina y a s u  apl icaci6n ex -
t e n s i v a  en l a  qufmica prepara t iva  de indo l ;  fue inc luso  uno 
de 10s primeros a l c a l o i d e s  cuyo metabolismo fue  estudiado u t i  -
34 l i zando  t r azadores  r ad iac t ivos  . Sin  embargo, e x i s t e n  muy po -
cos t r a b a j o s  r e f e r i d o s  a l  catabolismo de este a lca lo ide .  
~ e e t e ~ ~  habf a a i s l a d o  indol-3-carboxaldehido (13) - radiac  -
t i v o  desde p l a n t a s  de ocho semanas de d e s a r r o l l o  de L. haktweggi 
1 4  
a l a s  que les habla  suministrado t r ip to fano-B-  C y,  dado que 
e l  aldehido no fue  detectado cuando u t i l i z d  p l a n t a s  de s6 lo  7 
dfas  de d e s a r r o l l o  t rabajando en  las mismas condiciones expe- 
- r i m e n t a l e s ,  61  s u g i r i 6  que e l  compuesto - 1 3 s e  formaba por de- 
gradacidn de l a  gramina en p lantas  maduras. 
44  Digenis inform6 que, cuando se administraba gramina do -
3 blemente marcada con H y 14c en e l  C-a de l a  cadena l a t e r a l  
a t a l l o s  de cebada de 60 d l a s  de d e s a r r o l l o  en oscuridad, e l  
0,84% de l a  marca se incorporaba en e l  t r i p t o f a n o  presente  en 
l a  f r acc idn  p r o t e i c a  de l a s  p lantas .  L a  r e l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~  en e l  
product0 a i s l a d o  e r a  l a  misma que en l a  gramina suministrada 
por l o  cual  dicho a u t o r  propuso que l a  degradaci6n d e l  alca- 
l o i d e  segula  en p a r t e  un camino inverso  a 1  de s u  formaci6n a 
t r avgs  de un compuesto de t i p 0  met i len indolenina ,  (16 en la  
- 
Figura 1, p6gina 15) . 
En o t r a  s e r i e  de e ~ ~ e r i e n c i a s ~ ~ ,  e l  mismo au to r  encontrb 
que cuando se  administraba s61o gramina- a-14c en l a s  mismas 
condiciones de l a  exper iencia  a n t e r i o r ,  e l  10% de l a  r a d i a c t i  
vidad pasaba a1 C02 expel ido  por  l a s  p l a n t a s  y e l  0 , 4 %  a l a  
f racc idn  de t r i p t o f a n o  (11) - . Es tos  r e su l t ados  l e  permitieron 
s u g e r i r  que e l  C- a de l a  cadena l a t e r a l  de l a  gramina se b i g  
degradaba a C02 .  Los in termediar ios  de este proceso degradat i  
vo fueron es tudiados  en o t r a  exper iencia  s i m i l a r 4 6  en l a  cua l  
inform6 que e l  10,1% y e l  6,2% de l a  r a d i a c t i v i d a d  i n i c i a l  se 
encontraban respectivamente en 10s productos 3- (h idroximet i l )  - 
i ndo l  (17) - y dcido indol-3-carboxilico ( 1 4 ) ,  - a i s l a d o s  desde 10s 
t a l l o s  a 1  cab0 de 8 d l a s  de d e j a r  a 10s mismos en contact0 con 
3 l a  solucidn de gramina- (a - H ,  a-14c).  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos por  Digenis le permitieron props 
n e r  un camino degradat ivo  para  l a  cadena lateral  de la  gramina 
en t a l l o s  de cebada e l  cua l  s e  esquematiza en  l a  Figura 2. 
Figura 2:  Esquema propuesto para  l a  degradaci6n de l a  cadena 
46 l a t e r a l  de gramina . 
A pesa r  de 10s r e su l t ados  obtenidos,  las conclusiones a 
l a s  que a r r i b d  Digenis 44-46 no estSn debidamente j u s t i f i c a d a s  
considerando l a  b a j a  recuperacidn de l a  r a d i a c t i v i d a d  lograda 
en todos 10s casos  (menor d e l  30%) .  R e s u l t a r i a  probable,  ademss, 
que en l a s  condiciones en que se r e a l i z a r o n  e s t a s  exper iencias  
( t a l l o s  de p l a n t a s  de 60 d f a s  de d e s a r r o l l o ,  en  oscuridad y dg 
jando 8 d i a s  en contac t0  con e l  t r azador )  , e l  camino metabdli -
co propuesto no rep resen te  e l  catabolismo normal de l a  gramina 
en p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s .  
Dado e l  i n t e r e s  que despertaba e l  poder determinar  paso a 
paso e l  camino de degradacidn de l a  gramina en p l a n t a s  de ceba 
da en d e s a r r o l l o ,  y que, de acuerdo a 10s d a t o s  conocidos so 
bre e l  contenido d e l  a l c a l o i d e  en re l ac idn  con l a  e t a p a  de de  
s a r r o l l o  de l a s  p l a n t a s ,  parecza probable que e l  catabolismo 
de l a  gramina se pud ie ra  e s t u d i a r  u t i l i z a n d o  t razadores  r a d i a c  
t i v o s ,  fue e l  o b j e t i v o  de l a  presente  tesis e s t u d i a r  e l  mencio -
nado proceso ca tabb l i co .  La cebada r e s u l t a b a  ademgs una p lan ta  
adecuada p a r a  l l e v a r  a cab0 e s t e  t i p 0  de exper ienc ias ,  debido 
a que e r a  p o s i b l e  su  c u l t i v o  y d e s a r r o l l o  en condiciones t o t a l  
mente c o n t r o l a b l e s  y reproducibles .  
Para e l  e s t u d i o  d e l  catabolismo de l a  gramina se u t i l i z a  
ron t r azadores  i s o t d p i c o s  incorporados en  d i s t i n t a s  p o s i c i o  
nes  clave d e l  a l c a l o i d e ,  para  t e n e r  puntos de  r e f e r e n c i a  que 
permit ieran d e t e c t a r  10s d i s t i n t o s  productos en que s e  t r a n s  
formaba e l  mismo, y a s i  i n t e n t a r  su  a i s l amien to  e i d e n t i f i c a  -
Atin en e l  caso en que no fue ra  pos ib le  a i s l a r  10s productos 
de degradaci61-1, cabia  l a  pos ib i l idad  de u t i l i z a r  i s6 topos  es -
t a b l e s  como 13c 10s cuale  s f a c i l i t a r i a n  una i d e n t i f  icacxon 
t e n t a t i v a  mediante l a s  modernas tgcn icas  espect roscdpicas  
disponibles .  
1.5. Propiedades b io l6gicas  de l a  gramina. 
-
La accidn b io ldgica  de l a  gramina (5) fue d e s c r i p t a  por  
primera vez p o r  von Euler  y colaboradores18, quienes observg 
ron que l a s  var iedades  de cebada que contenfan gramina e ran  
mds r e s i s t e n t e s  a l a  infecc i6n  por  nemdtodes que aque l l a s  que 
no contenlan e l  a lca lo ide .  
47 Recientemente, Zdfiiga y colab. observaron que l a  suscex 
t i b i l i d a d  de l a s  p l a n t a s  de cebada a 1  ataque por  bf idos,  a; 
mentaba con l a  edad de las p l a n t a s  concomitantemente con l a  
disminuci6n en e l  contenido de gramina. Cuando in fes ta ron  d i s  -
t i n t a s  var iedades de cebada con Schizaphis gaaminum , encontra  -
ron una r e l a c i 6 n  l i n e a l  e n t r e  e l  contenido de gramina y l a  vg 
locidad de crecimiento poblacional ,  por  l o  c u a l  sug i r i e ron  
que e l  a l c a l o i d e  jugaba un r o l  importante en l a  r e s i s t e n c i a  
de l a s  p l a n t a s  a 1  ataque por df idos .  
La gramina (5)  - y 10s a l c a l o i d e s  relacionados a i s l a d o s  
desde p l a n t a s  de Gnumineae, Leguminaseae y o t r a s  f a m i l i a s  d i s  -
minuyen l a  u t i l i z a b i l i d a d  de estas pas tu ras  para  10s ganados 
bovino y ovino, ya que les confieren a las  mismas un sabor 
desagradable para  10s animales4*; adembs , son responsables  
de l a  toxic idad  observada en 10s rumiantes que s e  alimentan 
con e l l a s ,  causando l e s iones  en e l  rifibn, g l i c o s u r i a  y p6r -
4 9  dida de peso en 10s animales 
La tox ic idad  de l a  gramina ha s i d o  re lac ionada  a 10s 
e f e c t o s  f i s i o l d g i c o s  producidos por 10s compuestos d e l  t i p o  
de l a  t r ip tamina  (12) - 50. Se ha informado tambien e l  e f e c t o  
de l a  gramina sobre l a s  mitocondrias,  e l  c u a l  se puede con -
s i d e r a r  como un mecanismo a l t e r n a t i v o  para  s u  accidn t6xica .  
En e s t e  s e n t i d o ,  es conocida tambign l a  accidn de l a  gramina 
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como desacoplante de l a  f o t o f o s f o r i l a c i 6 n  . 

Para e l  e s t u d i o  d e l  catabolismo d e l  a l c a l o i d e  gramina (5) - 
se debi6 (como s e  mencionara en l a  pdgina 18)  s i n t e t i z a r  dicho 
compuesto marcado con 13c o 14c en l a  cadena l a t e r a l  (C -a )  y 
en e l  carbon0 2 ,  y con 3~ en l a  posici6n 6 ( a n i l l o  bencgnico 
d e l  n6cleo i n d 6 l i c o ) .  
Por o t r a  p a r t e ,  pa ra  e l  caso de l a  marcaci6n en C-2, r e s u l  -
t a ron  G t i l e s  en 10s e s t u d i o s  de catabolismo 10s correspondientes 
indol-3-carboxaldehido (13) - y dcido indol-3-carboxilico (14) 
marcados . 
Finalmente, para e l  caso de l a  marcacidn en 6 ,  fue necesa -
r i o  r e a l i z a r  previamente l a  s f n t e s i s  de 10s compuestos marcados 
2 
con H, para  asegurar  l a  e spec i f i c idad  de l a  reaccidn u t i l i z a d a .  
11.1. S f n t e s i s  de indo les  marcados en l a  cadena l a t e r a l .  
L a  gramina (5), - fue s i n t e t i z a d a  por una reacci6n de Mannich 
a p a r t i r  de i n d o l  (18) - ,dimetilamina y formaldehido, s e g h  un 
procedimiento d e s c r i p t o  por  Kuhn y Una adaptacidn de 
e s t a  s l n t e s i s  para obtener  e l  producto marcado, fue  informada 
posteriormente44, pero l a s  modificaciones r e a l i z a d a s  a f i n  de 
hace r l a  compatible con l a  u t i l i z a c i d n  de paraformaldehido-14~, 
nc fueron d e s c r i p t a s  por 10s autores .  
E s  por e l l o  que su rg id  l a  necesidad de l l e v a r  a cabo un 
53 
e s t u d i o  exhaustivo de l a  reacci6n de Mannich involucrada , 
modificdndose las condiciones de reacci6n y e l  proceso de a i s  
lamiento d e l  producto, Ademds, e l  hecho de t e n e r  que u t i l i z a r  
paraformaldehido r a d i a c t i v o  para  s i n t e t i z a r  cpamina-a-14C' 
condujo a 1  e s t u d i o  de l a  reacci6n par t iendo d e l  pollmero 
paraformaldehido. Es to  involucraba una complejidad adic ional ,  
dado que e l  paraformaldehido es i n so lub le  en  e l  medio de 
reacci6n. 
1 4  11.1.1. Gramina-a- C. 
La reaccidn de Mannich (Figura 3)  para  l a  obtencidn de 
gramina en l a s  condiciones o r i g i n a l e s  d e s c r i p t a s  por Kuhn y 
52 S te in  , no condujo a rendimientos s a t i s f a c t o r i o s  cuando se 
u t i l i z 6  e l  pollmero paraformaldehido debido, como se i nd ica ra  
anteriormente,  a l a  i n s o l u b i l i d a d  d e l  mismo en e l  medio de 
reacci6n. En consecuencia,  s e  ensayaron d i s t i n t a s  condiciones 
de reacci6n l a s  c u a l e s  se resumen en l a  Tabla 1, a l c a n z h d o s e  
rendimientos s a t i s f a c t o r i o s  a 1  l l e v a r  a cab0 l a  reacci6n en 
l a s  condiciones de l a  en t rada  10 (Tabla 1) y r e a l i z a r  una 
extraccidn exhaus t iva  d e l  producto desde e l  sen0 de l a  reaccibn. 
La cromatografla en columna de s i l i c a g e l  d e l  producto crudo 
r e s u l t 6  e l  mgtodo mbs e f i c a z  para l a  obtenci6n de gramina con 
a l t o  grado de pureza ( super io r  en rendimiento y ca l idad  a l a  
sublimaci6n y/o r e c r i s t a l i z a c i 6 n 1 ,  necesa r io  para  10s es tud ios  
" in  vivo". 
11.1.2.  ~ramina-a-13c. 
Dado que se d i spon la  de soluci6n acuosa de formaldehido-13c, 
Tabla 1: Condiciones de reacci6n ensayadas para la reacci6n de 
Mannich entre indol, dimetilamina y paraformaldehido. 
Sol ven t e  Condiciones Tiempo a ~ e n d i m i e n t o ~  Observaciones b 
de reacci6n 25°C (h r ]  (%I  
1 Ac, acgt ico 115°C hasta 3 
d iso luc i6n  
2 Ac. acgt ico 115°C hasta 18 
d i  so l  uc i6n 
3 Ac. acgt ico 110°C hasta 3 
d iso luc i6n  
4 Ac. acgt ico 110°C hasta 
d i s o l  uc i6n 
5 Ac, acgtico: 115"C, 10 min 2 
agua (5:1)1 
6 Ac, acgtico: 90°C, 5 min 2 
agua (,5:1) 
7 Ac, acgtico: 100°C, 15 min 2 
HCl ( c )  ( 2 : l )  
8 Ac. acgtico: 25°C 
HCl (c )  (2 : l )  
9 Ac. acgt ico:  100°C, 15 min 2 
HCl ( c )  (2 : l )  
1-2 10 Ac. acet ic0  100°C, 10 min 
25% de exceso de 
d imet i  1 ami na 
50% de exceso de 
dimetilamina 
Reacci6n en tub0 
cerrado 
Tabla 1: continuaci6n 
a: Respecto de producto crudo. 
- 
b: - En las entradas 1 a 9 la reacci6n se detuvo volcando la mezcla 
sobre agua y el producto se separ6 por filtraci6n despues de 
alcalinizar con hidr6xido de sodio 1 N hasta pH 9. En la entra -
da 10, el producto precipitado a1 alcalinizar la mezcla se 
extrajo exhaustivamente con diclorometano:metano1 (4:l). 
l :  Los reactivos se agregaron en dos etapas; en la primera, se 
intent6 disolver el paraformaldehido calentdndolo 10 min a 80°C 
en el solvente dcido ac6tico:agua. 
2:  Se dej6 previamente el paraformaldehido en 6cido ac6tico:dcido 
clorhldrico (c) (2:l) 40 min a 50°C. 
3 :  El paraformaldehido se dej6 una noche en la mezcla de dcido 
ac6tico:dcido clorhldrico (c) a temweratura arnbiente y con 
agitaci6n. 
4 :  La reacci6n se repiti6 tres veces, obtenigndose 10s mismos 
resultados. El rendimiento obtenido luego de purificar por 
cromatografla en columna fue 75-80%. 
Cuando no se indica otra cosa, 10s reactivos se agregaron en las 
proporciones estequeom6tricas. 
Figura 3: S i n t e s i s  de gramina-rr-14~. (a: l l O ° C ,  10 min.; 1-2 
horas  , temp. amb. ; solvente:  dcido acg t i co )  . 
la  reaccidn de Mannich con indol  y dimetilamina pudo r e a l i z a r s e  
s i n  inconvenientes en condiciones andlogas a las desc r ip tas  en 
1.1.1, con rendimientos a lgo  super iores  a 10s obtenidos con pa- 
raformaldehido. 
E l  espec t ro  de masas d e l  product0 presentaba una re lac idn  
de iones  M-l/M/M+l de 13,5/53/6,2 que por  comparacidn con e l  es- 
pec t ro  de l a  gramina (Tabla 2) , indicd  un enriquecimiento d e l  
93%. Una re lac idn  andloga s e  observd en 10s iones  m/z 131/130 
que contenian e l  C-a. La  e s p e c i f i c i d a d  de l a  marcacidn quedd 
asegurada en base a 1  espec t ro  de RMN-IH (Figura 4 )  donde puede 
observarse e l  doble te  d e l  13CH2 a 6 3,7 ppm, 'J1 13C = 134 Hz y 
H- 
de 10s N-CH3 a S 2,28 ppm, 3~ = 5 Bz. E l  espec t ro  de RMN- 
53-13c 
13c, mostrd una h i c a  sefial a 6 53,15 ppm. 


.- 
I.. . : 
S i n t e s i s  de indo les  marcados en l a  posici6n 2. 
E l  e s t u d i o  d e l  des t ino  d e l  a n i l l o  i n d 6 l i c o  de l a  gramina 
en p lantas  de cebada , r e q u i r i 6  l a  s f n t e s i s  de e s t e  producto, 
como as2 tambign de o t r o s  compuestos re lac ionados ,  marcados 
en l a  posicidn 2 d e l  a n i l l o  p i r r 6 l i c 0 ,  
1 4  Para l a  s l n t e s i s  de gramina-2- C se u t i l i z 6  l a  tecnica  
1 4  desc r ip ta  en 11.1, ya que se disponla  de indol-2- C como ma- 
t e r i a  prima r a d i a c t i v a .  Sin embargo, pa ra  obtener  gramina-2-13~ 
fue necesar io s i n t e t i z a r  indol-2-13c, dado que e s  te producto 
no es comercial. 
D e  l a  ex tensa  l i t e r a t u r a  r e f e r i d a  a l a  s l n t e s i s  de indoles  
5 4 ,  se e l i g i d  u t i l i z a r  aquel los  metodos que p a r t i e r a n  de dcido 
f 6 r m i c 0 - ' ~ ~  o sus  s a l e s ,  una mater ia  prima fdcilmente acces ib le .  
L a  s l n t e s i s  de o-formotoluidida se l l e v 6  a cabo por reac- 
c i6n  e n t r e  Scido fdrmico y o- to lu id ina  rec ien  des t i ladaS5,  obte  
- 
nigndose un rendimiento c u a n t i t a t i v o  en e l  producto crudo, el 
cua l  se ob ten ia  puro por r e c r i s t a l i z a c i d n  de benceno:hexano (1:1), 
con un rendimiento f i n a l  d e l  orden d e l  95%. La s l n t e s i s  a p a r t i r  
de formiato de sod io  y c l o r h i d r a t o  de o- to lu id ina  se descartb,  
puesto que u t i l i z a n d o  l a s  condiciones genera les  para l a  s l n t e -  
sis de a m i d a ~ ~ ~ ,  se obtuvieron rendimientos poco s a t i s f a c t o r i o s .  
De e s t e  modo, se s i n t e t i z d  o-formotoluidida-   f for mi lo-^^^) (19) - 
1 0  9 8 7 6 
Figura 5: Espectro de RMN-IH (campos ba jos )  de o-formotoluidida- 
( ~ - f o r m i l o - l ~ ~ )  . 
E l  espec t ro  de R M N - ~ H  d e l  product0 obtenido permitid d e t e r  -
minar l a  proporcibn de producto marcado con 13c, que r e s u l t 6  ser 
d e l  9 0 % ,  a p a r t i r  de l a s  in tegrac iones  d e l  doble te  correspondien -
13 1 te a1  hidrbgeno d e l  grupo formilo- C ( J1 13C = 134 Hz) y d e l  
H- 4 .-, 
s ingu le te  d e l  misrno hidrdgeno en e l  grupo f ~ r r n i l o - ~ ~ c  (Figura 5 ) .  
E l  indol-2-13c s e  i n t e n t 6  obtener  in ic i a lmen te  por una 
reaccidn de Madelung e n t r e  o-f ormotoluidida , po tas io  metdlico 
y t - b ~ t a n o l ~ ~ ,  adaptando l a  tgcnica  d e s c r i p t a  a una e s c a l a  
pequefia; s e  probaron d i s t i n t a s  modif icac iones ,  per0 en ningtin 
caso e l  rendimiento g lobal  de l a  reacci6n super6 e l  15% res- 
pecto de l a  o-formotoluidida usada, Es te  v a l o r  s e  consider6 
i n s u f i c i e n t e  para  l a  s l n t e s i s  r ea l i zada  con compues t o s  marca 
- 
dos isotQpicamente y por t a n t o ,  e s t a  : tgcnica fue  deshechada, 
Se ensay6 entonces una modificaci6n de l a  reaccidn de 
Madelung que habfa s i d o  u t i l i z a d a  por P icha t  y colab. 5 7 f 5 8  para  
l a  s l n t e s i s  de indol-2-14c: s e  encontraba d e s c r i p t o  un rendi  
- 
miento d e l  80% r e spec to  de o-formotoluidida-   f for mi lo-^^^) , 
obtenigndose indol-2-14c con l a  misma a c t i v i d a d  espec l f i ca  
que l a  d e l  m a t e r i a l  de p a r t i d a ,  (s61o un 15% de l a  r a d i a c t i v i  
- 
dad s e  encontraba en subproductos no v o l 6 t i l e s ) .  Adembs, e l  
mon6xido de carbono formado durante l a  reacci6n e r a  inactive, 
En una reacci6n p a r a l e l a ,  l levada  a cab0 con o-formotoluidida 
f r I a  y formiato de po tas io -14~ ,  10s autores  obtuvieron indo l  
con s61o un 2% de l a  r ad iac t iv idad  i n i c i a l ,  mientras  que e l  
rendimiento mbsico e r a  d e l  82%. 
Sin embargo e s t o s  r e su l t ados  no es taban de acuerdo con 
10s obtenidos por   son^', quien s u g i r i 6  que e l  formiato de 
potas io  podrfa  a c t u a r  " i n  s i t u "  como fuen te  de mondxido de 
carbono, produciendo formilaci6n de l a  o- to lu id ina  en e l  sen0 
de l a  reacci6n. De ser e s t e  e l  caso, e l  increment0 d e l  rendi  
- 
miento s e r l a  f i c t i c i o .  (Figura 6) , 
B 
HCOOH - CO 
Figura 6: Pa r t i c ipac idn  d e l  formiato en l a  s i n t e s i s  de 
59 indo l  de Madelung, segiin Tyson - 
La reaccidn r e a l i z a d a  en l a s  condiciones d e s c r i p t a s  por 
P ichat  y colab. 5 7 r 5 8  d i o ,  luego de va r ios  i n t e n t o s ,  un rendi  -
miento d e l  65%, e l  c u a l  fue considerado aceptable .  Se s i n t e -  
t i z b  entonces indol-2-13c par t iendo de o-formotoluidida- (N-for - 
milo-13c) , en l a s  me j o r e s  condiciones experimentales obtenidas.  
E l  product0 obtenido se i d e n t i f i c 6  por BMN-'H (Figura 7) y 
RMN-"C y espect rometr ia  de masas (EM). 
E l  a n 6 l i s i s  d e l  EM y fundamentalmente l a  relaciBn de i n t e n  -
sidades de 10s fragmentcs M+l/M/M-1 d e l  indol-2-13c obtenido 
(correspondientes  a 10s iones  de m/z 119, 118 y 117, respect iva  -
mente) que fueron de 9/100/70, comparados con l a  r e l ac i6n  de 
10s mismos fragmentos para  e l  indol  (9/100/9 pa ra  10s iones de 
m/z 118, 117 y 1 1 6 ,  respectivamente) correspondlan a un e n r i  -
! 
quecimiento isotBpico de s 6 l o  60%.  Como se habfa p a r t i d o  de 
I I J  Figura 7: Espectro de RMN- H de indol-2- C. 
o-formotoluidida- ( N - f ~ r m i l o - ~ ~ ~ )  (90% 13c) , e s t o s  resul tados  
indicaban que durante  l a  reacci6n s e  produjo una d i luc idn  
i s o t 6 p i c a r  confirmSndose 10s r e su l t ados  de *son5' en cuanto 
a l a  in tervenci6n  d e l  formiato de potas io  en l a  reaccibn. Ade - 
mds l a  u t i l i z a c i 6 n  de o- to lu id ina  como agente condensante no 
59 produci r fa  un aumento d e l  rendimiento, como s u g i r i e r a  Tyson , 
s i n o  que 6 s t a  s e r f a  u t i l i z a d a  como nueva mater ia  prima para 
l a  obtenci6n de i n d o l  despugs de transformarse en o-formoto - 
. lu id ida  en e l  seno de l a  reacci6n. ( F i g w a  6). 
Con e l  indol-2-13c obtenido se r e a l i z e  l a  s f n t e s i s  de 
gramina-2-13c, en l a s  mismas condiciones que l a s  d e s c r i p t a s  
en 11.1. Se obtuvo e l  product0 deseado con un rendimiento iso-  
tdpico d e l  l o o $ ,  segfin se determind por  RMN-'H (Figura 8) y EM 
(Tabla 2 ,  pdgina 26) .  E l  espec t ro  de RMN-13c de l a  c~ramina-2-13c 
obtenida present6  m a  s o l a  sefial a 6 129,9 ppm. 
Para l a  obtencidn de indol-2-13c, s e  ensayd tambign o t r a  
modificacidn de l a  reacci6n de Madelung, ap l i cada  a l a  s f n t e s i s  
de indo les  s u s t i t u i d o s  en l a  posici6n 2. E l  procedimiento consi  -
t f a  en e l  t ra tamiento  de l a  amida con 2-3 equ iva len tes  de n-bu - 
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t i l l i t i o  (n-BuLi) en t e t r ah id ro fu rano  (THF) e n t r e  -20 y 25OC . 
Se i n t e n t 6  extender  e l  alcance de l a  reacci6n para l a  ob- 
tencidn de i n d o l  par t iendo de o-formotoluidida, per0 10s r e s u l  -
tados fueron negat ivos recuperdndose e l  r e a c t i v o  i n a l t e r a d o  y 
o-toluidina.  La presencia  de l a  amina i n d i c a r l a  que l a  o-formo - 
t o l u i d i d a  a c t u a r l a  como n u c l e d f i l o  antes  que como base,  por l o  
cual  e l  n-BuLi s u s t r a e r f a  e l  hidr6geno d e l  grupo formilo en e l  
in termediar io  propuesto por 10s autores ,  e l  c u a l  no se reorde 
- 
n a r l a  a i n d o l  s i n o  que por  ruptura  d a r f a  l a  o- to lu id ina .  E l  es 
- 
quema propuesto por  10s au to res  se resume en la  Figura 9. 
11.2 .2 .  1ndol-3-carboxaldehido-2-~~~ y dcido indol-3-carboxflico- 
1 4  2- C. 
Como se ind icd  mds a r r i b a ,  fue necesar io  para  e l  e s tud io  
d e l  catabolismo de gramina, s i n t e t i z a r  10s pos ib les  metabolitos 
indol-3-carboxaldehido (13) y dcido indol-3-carboxf l i c o  ( 1 4 )  , 
- -
marcados con 14c en l a  posicidn 2 d e l  a n i l l o  indbl ico .  
La s f n t e s i s  d e l  a ldehido se r e a l i z 6  mediante una reaccidn 

C H ~ R ~  
base 
N-C-R3 200-400°C 
R1= R2= H; M = L i ,  Na, K; R~ = alqui lo ,  a r i l o  
Figura 9: Esquema de l a  reaccidn de Madelung modificada, 
60 propuesto por Houlihan y colaboradores . 
61  de Vilsmaier-Haack e n t r e  indol-2-14c, dimetilformamida y ox i  -
c lo ru ro  de fds fo ro ,  obtenigndose un rendimiento c a s i  c u a n t i t a t i v o  
y e l  product0 en a l t o  grado de pureza,  e l  c u a l  se p u r i f i c 6  u l t e  -
riormente por  cromatografla en columna de s l l i c a g e l .  
1 4  Para l a  s l n t e s i s  de dcido indol-3-carboxllico-2- C, s e  en- 
say6 l a  oxidacidn d i r e c t a  d e l  a ldehido en d i s t i n t a s  condiciones 
y con d i f e r e n t e s  r eac t ivos .  Las oxidaciones con e l  r eac t ivo  de 
Tollens y con e l  r e a c t i v o  de Jones no d ieron  e l  r e su l t ado  espe- 
rado, recuper5ndose e l  aldehido ina l t e rado .  Se i n t e n t 6  l a  u t i l i -  
zacidn de oxidantes  mbs poderosos, como e l  permanganato de pota- 
s i o  en medio a lca l ino62  y en l a s  condiciones desc r ip tas  se pudo 
obtener  e l  dcido aunque con un rendimiento de s d l o  50%. 
Los i n t e n t o s  r ea l i zados  para  mejorar e s t e  rendimiento, t r a b a  -
jando en condiciones mbs d r s s t i c a s ,  aumentando e l  tiempo o l a  t e m  -
pera tu ra  de reaccidn,  redundaron en  una disminucidn d e l  mismo, 
puesto que se producfa descomposici6n p a r c i a l  d e l  r eac t ivo  y/o 
producto. La reaccidn se r e a l i z d  entonces en l a s  condiciones des -
c r i p t a s 6 2 ;  e l  aldehido s i n  reacc ionar  se recuper6 cuan t i t a t iva -  
mente separdndolo d e l  Scido obtenido en l a  reaccidn por cromato- 
g r a f l a  en columna, eluyendo primer0 con cloroformo saturado con 
amonlaco (de este mod0 se ob ten la  e l  aldehido purol ,  mientras que 
e l  dcido s e  e l u i a  poster iormente con cloroformo puro. A s i ,  e l  ren  -
dimiento radioqulmico de l a  reaccidn r e s u l t 6  cuan t i t a t ivo .  
Los esquemas s i n t g t i c o s  u t i l i z a d o s  s e  resumen en l a  Figura 1 0 .  
Figura 10: S l n t e s i s  de ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ (13) -
y dcido indol-3-carboxilic0-2-~~~ ( 1 4 )  - . (a: P O C ~ ~ /  
HCON (CH3) ; b: M n 0 4 K / ~ 0 ~ / ~ t a n o l )  . 
3 11.3. S i n t e s i s  de indo les  marcados con 'H o H. 
La s i n t e s i s  de indo les  marcados isotdpicamente en e l  
a n i l l o  benc6nic0, cons t i tuye  un campo poco es tudiado de l a  
quimica de e s t o s  he te roc ic los .  La l i t e r a t u r a  r e f e r e n t e  a este 
tema en p a r t i c u l a r  es muy escasa 6 3 f 6 4  y en todos 10s casos se 
descr ibe  l a  marcaci6n en l a s  posiciones 5 y/o 7 (Figura 11). 
TambiQn se encontraba d e s c r i p t o  un intercambio fotoqulmico 
'H-*H en l a  posic idn  4 d e l  t r i p t o f a n o ,  per0  e l  mecanismo de 
65 l a  reaccidn involucraba l a  presencia  d e l  grupo B H ~  . 
Como se puede a p r e c i a r  en l a  Figura 11, e s t o s  procedimien -
t o s  no resu l t aban  e s p e c l f i c o s ,  ya que se producian productos 
d i  o t r ideu te rados  seg tb  l a  reaccidn u t i l i z a d a .  Ademss, para  
3 l a  obtencidn de i n d 0 1 - 5 - ~ ~ ,  deber ia  u t i l i z a r s e  B H4Na, e l  c u a l  
es un r e a c t i v o  cos toso  y poco conveniente para  t r a b a j a r  en 
gran e s c a l a  y/o pa ra  obtener  productos con a l t a  ac t iv idad  
e s p e c l f i c a .  
Por o t r a  p a r t e  para  e l  es tud io  d e l  catabolismo de gramina 
en p lan tas  de cebada, e r a  conveniente s i n t e t i z a r  e l  a l c a l o i d e  
marcado con t r i t i o  en l a  posic idn  6, ya que las posiciones 5 y 
3 5 7 son mds suscep t ib les  a l a  hidroxi lac idn  enzimdtica y por 
l o  t a n t o  esos hidrdgenos r e s u l t a r l a n  mbs 16b i l e s .  
Considerando l o  anter iormente expuesto,  s e  buscd una se- 
cuencia s i n t g t i c a  que pe rmi t i e ra  obtener  e l  producto deseado 
con a l t a  e spec i f i c idad  y a l t o  rendimiento radioqulmico. Un m e  -
todo adecuado r e s u l t a b a  a p a r t i r  de un compuesto halogenado 
en l a  posicidn deseada, someterlo a unintercambio metal-haldgeno 
por t ra tamiento  con un r e a c t i v o  o r g a n o l l t i c o  y finalmente obte- 
ner  e l  product0 marcado por  reaccidn d e l  compuesto organometdli -
co obtenido con agua t r i t i a d a .  Es ta  secuencia r e su l t aba  mbs con -
veniente  que l a  de p repara r  e l  compuesto bencgnico ya s u s t i t u i d o  
con e l  i sd topo de hidrdgeno y con este i n t e n t a r  l a  s l n t e s i s  d e l  
indol  por a l g h  camino ya estudiado,  puesko que en este caso 
s e r l a  mayor l a  u t i l i z a c i d n  de compuestos r a d i a c t i v o s  durante  l a  
secuencia g lobal  de s l n t e s i s  con l a  consecuente pQrdida de ren- 
dimiento y seguridad. 
2 11.3.1. Indol-6- H. 
E l  esquema s i n t g t i c o  propuesto r equer la  por  un lado,  l a  ob- 
tencidn de 6-bromoindol ( 2 0 )  - (ya que e l  intercambio metal-haldgg 
no ocurre  m a s  fsc i lmente  con bromo o iodo661 y por o t r a  p a r t e ,  
e s t u d i a r  l a  reaccidn de intercambio a p a r t i r  de aquel ya que no 
Figura 11: Mgtodos d e s c r i p t o s  para s i n t e t i z a r  indo l  deute- 
rado en e l  a n i l l o  bencgnico 2 63164. (a: B H4Na/C12Pd; 
b: 2 ~ 2 0 ,  r e f l u j o ;  c: 1Q NaOH, 2Q Mn02). 
se hal laban d e s c r i p t a s  en l i t e r a t u r a  reacciones de e s t e  t i p o  en 
e l  a n i l l o  bencgnico d e l  indo l .  
De 10s metodos d e s c r i p t o s  para s i n t e t i z a r  bromoindoles 67-69 
se e l i g i d  e l  desa r ro l l ado  por De l l a r  y ~ o l a b . ~ ~ ,  ya que 10s ma- 
t e r i a l e s  de p a r t i d a  y 10s r eac t ivos  r equer idosend icha  s l n t e s i s  
e ran  fdcilrnente acces ib les  en e l  l a b o r a t o r i o  y e l  6-bromoindol 
(20) - se obtenfa con rendimiento y pureza aceptables .  La secuencia 
s i n t e t i c a  seguida se d e t a l l a  en l a  Figura 12. 
Figura 12: S l n t e s i s  de 6-bromoindol (20) .  - (a: HN03/H2S04; 
b: lo H N 0 2 ,  2Q BrH/Br2Cu2; C: D i e t i l a c e t a l  de 
dimetilformamida; d: H 2 ,  N i  Raney). 
La s l n t e s i s  de 2-nitro-4-aminotolueno, s e  h i z o  siguiendo l a  
t gcn ica  d e s c r i p t a  para  l a  obtencidn de m-nitro-NiN-dimtilanilina 70 
e l  product0 se obtuvo puro con un rendimiento de 70-75%- E l  r e s t o  
de l a s  reacciones se h i c i e r o n  s iguiendo l a  t g c n i c a  desc r ip ta  69 
sa lvo  que se us6 e l  d i e t i l a c e t a l  de l a  dimetilformamida. 
E l  primer ensayo para  l a  reacci6n de intercambio se r e a l i z d  
agregando 2 equiva lentes  de n - b u t i l l i t i o  (n-BuLi) a1 6-bromoindol 
d i s u e l t o  en t e t r a h i d r o f u r a n o  (THF), a -20°C, pero en este caso 
se recuper6 e l  r e a c t i v o  i n a l t e r a d o  despuss d e l  agregado de agua. 
Es te  procedimiento r e s u l t 6  igualmente i n e f e c t i v o ,  a h  s i  se modi- 
* f i caba  t a n t o  l a  temperatura como e l  tiempo de reacci6n.  
Se pens6 que e l  ani6n d e l  i n d o l ,  formado en primer i n s t a n c i a  
por  reemplazo d e l  hidrdgeno ac ld ico ,  podr la  preveni r  e l  p o s t e r i o r  
intercambio metal-haldgeno, por  l o  cual  se i n t e n t 6  proteger  e l  
ni t rdgeno d e l  indol .  Como es conocido, 10s derivados s i l i l a d o s  
se u t i l i z a n  para  p ro tege r  grupos amino s u s t i t u y e n t e s  de haluros 
arombticos en reacciones organome t d l i c a s  71, encontrbndose des- 
c r i p t o  en l a  l i t e r a t u r a  l a  u t i l i z a c i d n  d e l  grupo t r i m e t i l s i l i l o  
72 
como p r o t e c t o r  para e l  caso  p a r t i c u l a r  d e l  i n d o l  . 
S i  b ien  e l  t ra tamiento  secuencia l  de i n d o l  con n-BuLi y 
c l o r u r o  de t r i m e t i l s i l i l o  d i o  l - t r i m e t i l s i l i l i n d o l  (21) con buen 
-
rendimiento,  l a  s l n t e s i s  de l-trimetilsilil-6-bromoindol (22 1 
-
por l a  m i s m a  t6cnica'12 no d i o  e l  r e su l t ado  esperado ya que este 
compuesto r e s u l t 6  s e r  muy i n e s t a b l e ,  descomponi6ndose a 6-bromo 
- 
i ndo l  a 1  t r a t a r  de a i s l a r l o .  S in  embargo, e l  a n d l i s i s  por CCD 
de l a  mezcla de reaccidn indicaba  una conversidn c u a n t i t a t i v a  
a 1  l - t r i m e t i l s i l i l  derivado, e l  cua l  posela  idgn t i co  Rf a 1  d e l  
l - t r i m e t i l s i l i l i n d o l .  
TMS 
Se i n t e n t 6  entonces r e a l i z a r  l a  reaccibn de intercambio 
metal-halbgeno " i n  s i t u " ,  agregando directamente 1 equivalente  
de n-BuLi a l a  mezcla de reaccidn.  Es ta  reaccibn se r e a l i z e  en 
d i s t i n t a s  condiciones (Tabla 3 ,  pdgina 46) y en n ingth  case s e  
obtuvo e l  product0 deseado s i n 0  o t r o ,  que fue  tentat ivamente 
- CHNH / 
Figura 13: Pr inc ipa les  fragmentos en e l  e s p e c t r o  de masas 
d e l  compuesto obtenido por reaccidn de 1 - t r i m e t i l  - 
sil i l-6-bromoindol (22) - con n - b u t i l l i t i o .  
i d e n t i f i c a d o  por  espectometrla de masas corno .2 - t r ime t i l s i l i l -6 -  
bromoindol (23) - . En l a  Figura 13, *se esquematizan las rup tu ras  
p r i n c i p a l e s  en e l  espect ro  de masas, que permiten j u s t i f i c a r  
e s t a  aseveraci6n.  
Un comportamiento s i m i l a r  ya habla  s i d o  d e s c r i p t o  por Sand -
berg y  uss sell^^, quienes informaron que en l a  preparacidn de 
2 - l i t i o i n d o l e s  a p a r t i r  de N-dimetil-(1,l-dimetiletill-sililin - 
do1 con n-BuLi, e l  t ra tamiento  d e l  producto con agua deuterada 
producfa e l  correspondiente indo l  s i l i l a d o  en  l a  posicidn 2. 
Los au to res  consideraron que l a  l i t i a c i 6 n  o c u r r i a  en l a  posicidn 
2, per0 que e l  derivado l i t i a d o  se reordenaba rdpidamente para 
producir  despuss de l a  deuteraci6n e l  compuesto informado. E s t e  
comportamiento cons t i tuye  un ejemplo d e l  reordenamiento anidnico 
74 de derivados de s i l a n o s ,  ya es tudiado por  o t r o s  autores  . 
En consecuencia, se dec id i6  u t i l i z a r  e l  6-bromoindol (20) - 
s i n  p ro tege r  per0 usando Z e h - b u t i l l i t i o  (t-BuLi) , mds reac t ivo ,  
para l a  formaci6n d e l  diani6n d e l  6-bromoindol. 
Debido a l a  a l t a  r eac t iv idad  f r e n t e  a1 oxlgeno y a l a s  p r e  -
cauciones con que s e  debe t r a b a j a r  cuando se u t i l i z a  t-BuLi, se 
decid i6  u t i l i z a r  n-BuLi (como en 10s casos a n t e r i o r e s )  para l a  
reaccidn con e l  hidr6geno a c l d i c o  d e l  indo l ,  mientras que e l  d i  -
ani6n se obtuvo " i n  s i t u "  por agregado p o s t e r i o r  de 2 equivalen -
tes de t-BuLi. Despugs d e l  tiempo adecuado, l a  reacci6n se f i n a  -
l i z d  por agregado de agua deuterada y ex t racc i6n  d e l  producto 
formado con diclorometano. 
Dado que 10s compuestos i n d o l  (18) - y 6-bromoindol (20) - son 
es t ruc tura lmente  muy s i m i l a r e s ,  e l l o s  no pudieron separarse por  
cromatograffa de adsorci6n sobre  s i l i c a g e l ,  Dado que l a  reaccidn 
de intercambio metal-hal6geno requerfa  de un m6todo rdpido de 
d i s t i n g u i r  e n t r e  ambos compuestos, se i n t e n t 6  separa r los  por CCD 
en f a s e  r eve r sa  usando como so lven tes  mezclas de etano1:agua y 
metanol:agua, per0 en ambos casos l a  separaci6n no resul taba  
e f i c i e n t e  s i n 0  despugs de v a r i o s  d e s a r r o l l o s ,  l o  que hacla  a1  
mgtodo b a s t a n t e  len to .  
La separacidn de 10s compuestos 18 y 20 se logrd  por c r o  
- - - 
matograf l a  l f q u i d a  de a l t a  resoluc idn  (CLAR) u t i l i zando  una 
columna Al tex  Ultrasphere O D s  (5  pm) (250 x 10 mm) y una mez- 
c l a  de metano1:agua (9: l )  como eluyente .  En l a  Figura 1 4  se 
muestra e l  cromatograma correspondiente  a una mezcla obtenida 
en una reacci6n de ensayo. 
Una vez logrado un metodo de separaci6n adecuado d e l  pro -
ducto y r e a c t i v o ,  se buscaron l a s  condiciones dptimas de reac  -
ci6n. En un primer ensayo s e  u t i l i z 6  g t e r  e t l l i c o  como solvente  
a -78OC, obtenigndose i n d 0 1 - 6 - ~ ~  con un rendimiento de 50% se- 
g6n se determin6 por CLAR, mientras  que e l  6-bromoindol que no 
reaccionaba se recuperd ina l t e rado .  
Dado que e l  1-litio-6-bromoindol ( 2 4  -1 r e s u l t 6  insoluble  
en g t e r ,  l a  reaccidn se r e p i t i d  en t e t r ah id ro fu rano  (THF), con 
e l  p ropds i to  de aumentar l a  s o l u b i l i d a d  d e l  anidn f a c i l i t a n d o  
asf  e l  intercambio metal-haldgeno. S in  embargo en e s a s  condi- 
c iones s e  obtuvieron ~ 8 1 0  productos de descomposicidn que no 
fueron posteriormente i d e n t i f i c a d o s .  
Ut i l izando una mezcla de 6 t e r  e t l l i c o  con l a  mfnima c a n t i  
- 
dad de THF de mod0 de mantener a 1  monoani6n en soluci6n,  se en 
- 
sayaron d i s t i n t o s  tiempos y temperaturas h a s t a  encontrar  las 
2 
condiciones 6ptimas de reacci6n,  obtenigndose indol-6- H con 
0 5 10 
Tiempo (min . ) 
Figura 1 4 :  Separacidn de indo l  (18) (tr: 4,48 min.) y 6-brg 
-
moindol (20) (tr: 5,10 min.) por CLAR. 
-
Columns: Altex ODs-5 urn (250 x 10 mm). 
Solvente:  metano1:agua ( 9 : l )  a 3 ml/min. 
Detector:  UV a 280 nm. 
un rendimiento d e l  85% y r ecuperhdose  15% de 6-bromoindol s i n  
reaccionar .  Los re su l t ados  de 10s d i s t i n t o s  ensayos se encuen- 
t r a n  resumidos en l a  Tabla 3 y la  secuencia  s i n t g t i c a  se esque 
-
matiza en l a  Figura 15. 
2 E l  indol-6- H se obtuvo por d i luc i8n  d e l  producto obtenido 
con agua (con l o  cua l  s e  in tercaqbiaba  e l  'H de la  posicidn 11, 
y p o s t e r i o r  ex t racc idn  con diclorometano. E l  producto se p u r i f i  
- 
c6 por  CLAR prepara t iva  y s e  i d e n t i f i c b  por  EM y RMN de 'H, 2~ 
E l  e s p e c t r o  de R M N - 2 ~  ( f i g u r a  16) , present6  una so la  sefial 
2 
T a b l a  3: W a c c i o n e s  ensayadas  para l a  obtenci6n & indol-6- H. 
n-BuLi; 4 eq. 
n-BuLi; 2 eq. 
n-BuLi; 1 eq. 
n-BuLi; 1 eq. 
n-BuLi; 1 eq. 
n-BuLi; 1 eq. 
l - l i t io-6-bro - n - B U ;  1 eq. 
m ~ a o l  (24) n-BU; 1 eq* 
t - B U ;  2 eq. 
t - B m ;  2 eq. 
t - B U ;  2 eq. 
THF 
THF 
THF 
- 20°C; 30 min. 
- 78O a 25OC; 45 min. 
- 78O a 25OC; 4 5  min. 
- 78O a O°C; 30 min. 
- 78O a 25OC; 15 min. 
- 78OC; 30 min. 
- 20°C; 30 min. 
- 78OG; 30 mdn. 
- 78OC; 5 mFn. 
- 78OC; 30 min. 
- 78OC, 30 mln.; 
- 25OC, 30 mFn. 
2  
Figura  15: S l n t e s i s  de indol-6- H. (a: n - b u t i l l i t i o ;  b: ;tea- 
b u t i l l i t i o ;  c: 2 ~ 2 0 ;  d: H 2 0 ) .  
2  Figura  16: Espec t ro  de RMN- H de i n d 0 1 - 6 - ~ ~ .  
correspondiente a 1  'H de l a  posicidn 6 a 6 7,17 ppm. En l a s  
1 Figuras 17 y 18, se pueden observar  10s esgec t ros  de RMN- H y 
2 13c de indol-6- H y una muestra a u t g n t i c a  de indol ,  10s cuales  
s e  d i s c u t i r 6 n  en l a  seccidn de espec t roscop ia  (Capltulo 4 ) .  
E l  espec t ro  de masas d e l  i n d 0 1 - 6 - ~ ~  indict5 que l a  reaccidn 
t r a n s c u r r i a  con un excelente  rendimiento i so t6p ic0 ,  ya que e l  
a n s l i s i s  de s u s  rup tu ras  p r i n c i p a l e s  y l a  r e l ac i6n  e n t r e  l a s  
in tens idades  de 10s f ragmentos M+I/M/M-~ (Figura 19) , indicaban 
un 1 0 0 %  de monodeuteracidn, con l o  cua l  e s t a  tgcnica  novedosa 
r e s u l t 6  super io r  a l a s  anter iormente conocidas y especialmente 
G t i l  para l a  obtencidn de indol  y sus  derivados con a l t a  a c t i -  
vidad e s p e c l f i c a ,  cuando se desea obtener  e l  producto marcado 
con i sd topos  rad iac t ivos .  
2 Una vez obtenido e l  indol-6- H quedaban a b i e r t a s  dos posi- 
3 b i l i d a d e s  para  l a  obtenci6n de gramina-6- H: por reaccidn de 
Mannich a p a r t i r  de i n d 0 1 - 6 - ~ ~ ,  u t i l i z a n d o  l a  t gcn ica  ya des i -  
e r i p t a  para  l a  s f n t e s i s  de gramina marcada (Seccidn 1 1 - 1 1 ;  u 
obteniendo primer0 6-bromogramina (25) y a t r a v e s  de g s t a  gra- 
- 
mir1a-6-~~,  por  un t ra tamiento  s i m i l a r  a 1  rea l i zado  en l a  obten 
- 
2 
cidn de indol-6- H. 
Aunque l a  obtenci6n de gramina (5) siguiendo e l  primer cri 
- - 
t e r i o  ya se habfa l levado a cabo, esta metodologfa presentaba 
l a  desventa ja  de t e n e r  que r e a l i z a r  un paso mds con e l  producto 
Figura 17: Espectros  de RMN-IH de: a) i n d 0 1 - 6 - ~ ~ :  b) indol .  
2 Figura  18: Espec t ros  de R M N - ~ ~ C  de: a) indol-6- H; b) i ndo l .  
Figura 19: Fragmentos p r i n c i p a l e s  observados en e l  espec- 
t r o  de masas d e l  i n d 0 1 - 6 - ~ ~ .  (Relaci6n M+l/M/ 
M - 1  en e l  indol :  9/100/9). 
r a d i a c t i v o ,  con l a  consecuente disminuci6n d e l  rendimiento ra- 
dioqulmico (el rendimiento de l a  obtenci6n de gramina osc i laba  
e n t r e  e l  80 y e l  85%).  La segunda p o s i b i l i d a d  permi t la ,  de ser 
v i a b l e ,  d e j a r  s d l o  para e l  filtimo paso de l a  s l n t e s i s  l a  u t i l i  
- 
zacidn d e l  m a t e r i a l  r ad iac t ivo .  
La 6-bromogramina (25) se obtuvo por una reaccidn de Man- 
-
nich  sobre e l  6-bromoindol (201, s iguiendo e l  procedimiento 
- 
experimental  d e s c r i p t o  para  l a  s l n t e s i s  de gramina. E l  product0 
obtenido se p u r i f i c 6  por cromatografla en columna de s l l i c a g e l ,  
obteniendose puro con un rendimiento s u p e r i o r  a1 808, e l  cua l  
1 
se i d e n t i f i c d  por  EM y RMN de H y 13c. ~ d e m d s ,  e l  producto s e  
d i fe renc iaba  de gramina por  CCD u t i l i z a n d o  s l l i c a g e l  como adsor  -
bente . 
Ya que e l  i ndo l  es un compuesto re la t ivamente  v o l b t i l ,  en 
l a  separac idn  por  CLAR de i n d 0 1 - 6 - ~ ~  y 6-bromoindol p a r t e  d e l  
producto podrla  perderse durante  l a  evaporaci6n d e l  solvente  
(metano1:agua). S in  embargo, s i  l a  reacc i6n  de t r i t i a c i d n  se 
l l evaba  a cab0 sobre 6-bromogramina, en caso  de quedar compues -
t o  s i n  reacc ionar  s e  presentaba o t r a  v e n t a j a  ad ic iona l  ya que 
l a  grami11a-6-~~ podla p u r i f i c a r s e  por CCD prepara t iva  en s i l i -  
cage 1. 
E l  paso s i g u i e n t e  s e  examine rea l izando l a  reacci6n de li- 
t i a c i d n  en l a s  mismas condiciones que l a s  ensayadas para e l  6- 
2 bromoindol, obtenigndose gramina-6-2~ por agregado de H20 con 
un rendimiento c u a n t i t a t i v o .  E l  producto obtenido se i d e n t i f i c 6  
2 13 p o r R M N d e l ~ ,  H y  C. 
E l  espec t ro  de RMN-*H (Figura 20) .  p resen t6  una s o l a  sefial 
a 6 7,15 ppm, correspondiente a1 2~ de l a  pos ic i6n  6.  Los espec  -
1 t r o s  de RMN- H y 13c d e l  compuesto deuterado y de gramina aut6n -
tics (Figuras  2 1  y 2 2 )  se d i s c u t i r d n  con d e t a l l e  en e l  Capltulo 
IV. 
La reaccidn s e  r e p i t i d  con 3 ~ 2 0 ,  obtenigndose gramina-6-3~, 
l a  c u a l  fue pur i f i cada  por CCD prepara t iva  en s l l i c a g e l .  La se- 
cuencia de reacciones s e  ind ica  en l a  Figura 23. 
Figura 20: Espectro de R M N - ~ H  de gramina-6-2~. 
11.3.3. 1ndol-3-carboxaldehido-6-2~. 
Los productos deuterados que se obtuvieron no s d l o  fueron 
de suma u t i l i d a d  para  e s t u d i a r  10s r e s u l t a d o s  de l a s  reacciones 
que s e  ensayaban, ya s e a  en e l  grado de d e s a r r o l l o  o en l a  es- 
p e c i f i c i d a d ,  l o  que se hac ia  por cromatograf la  o espectrometrPa 
de masas respectivamente,  s i n 0  que s i r v i e r o n  para  r e a l i z a r  un 
1 
e s t u d i o  exhaust ivo de 10s espect ros  de RMN de H y 13c de e s t o s  
compuestos alguno de 10s cuales  es taban m a 1  asignados en l a  li- 
t e r a t u r a .  E s t e  aspect0  se t r a t a r d  con d e t a l l e  en e l  Capitulo I V .  
Relacionado con este dltimo tema, y teniendo en cuenta que 
habla  dudas en l a s  asignaciones de 10s carbonos 4 ,  5 y 6 de l  
indol-3-carboxaldehido (13) - , se s i n t e t i z d  este compuesto marcado 
2 
con H en l a  posici6n 6 por  una reaccidn de Vilsmaier-Haack con 
i n d 0 1 - 6 - ~ ~  (pdgina 33) .  
La formacign d e l  product0 deseado se determin6 por CCD en 
Fiqura  2 1 :  E s p e c t r o s  de RMN-'H de: a ) c ~ r a m i n a - 6 - ~ ~ ;  b) gramina; 
( z o n a  de c a m p o s  ba j o s )  . 
Figura 22:  Espectros de RMN-13c de: a) c~ramina-6-~~;  b) gramina. 
3 Figura  23: S l n t e s i s  de gramina-6- H. (a: CH20/HN (CH3) 2; 
f a s e  r e v e r s a  (e tanol :agua,  1: 1) , ya que e n  este s is tema e r a  
p o s i b l e  d i f e r e n c i a r  i n d o l  ( 18) (Rf 0 , 4  , indol-3-carboxalde- 
-
hido (13) (Rf 0 ,5)  ,eb~>momoindol-3-carboxaldehido (26) (Rf 
- -
0,3) ; este 6 l t imo  se obtuvo como subproducto a 1  u t i l i z a r  mez- 
2 
c l a s  c rudas  de indol-6- H y 6-bromoindol. E l  producto fue 
2 i d e n t i f i c a d o  por  I(MN de 'H, H y 13c. 
E l  e s p e c t r o  de R M N - ~ H  (Figura  2 4 )  presentaba  una s o l a  
2 
seiial ,  as ignada a 1  H de l a  pos ic i6n  6 ,  a 6 7,29 ppm. Los es- 
1 pec t ros  de RMN de H y 13c d e l  producto deuterado junto a 10s 
obtenidos para  e l  compuesto s i n  d e u t e r a r ,  se pueden observar 
en l a s  Figuras  2 5  y 26; Q s t o s  se d i s c u t i r d n  detalladamente en 
e l  Capl tu lo  I V .  
Figura 24 : Espectro de RMN-*A de indol-3-carboxaldehido-6-2~. 
Las rupturas  p r i n c i p a l e s  obtenidas en e l  e spec t ro  de masas 
y l a  r e l ac i6n  de l a s  in tens idades  de 10s fragmentos M+l/M/M-1 
para  e l  compuesto deuterado y s i n  deu te ra r ,  se i l u s t r a n  en l a  
Figura 27. 
1 1 . 4 .  S l n t e s i s  de p o s i b l e s  in termediar ios  d e l  camino ca tab6l ico  
de crramina. 
La s i n t e s i s  de pos ib les  in termediar ios  se r e a l i z e  a p a r t i r  
de indol-3-carboxaldehido (13) comercial; e s t e  compuesto y e l  
-
dcido indol-3-carboxilico ( 1 4 1 ,  eran  10s finicos compuestos de 
- 
e s t a  s e r i e  de que s e  d isponla  en e l  l abora to r io .  
La s i n t e s i s  de 3- (h idroximet i l )  -indo1 (171 s e  r e a l i z e  por 
-
reduccidn de 13 con borohidruro de ~ o d i o ~ ~ ;  e l  product0 obtenido 
-
s e  p u r i f i c 6  por cromatograf ia  en columna de s l l i c a g e l  y fue iden 
- 
l. Figura 25: Espectros de RMN- H de: a) indol-3-carboxaldehido- 
2 6- H; b) indol-3-carboxaldehido. 
Figura 26: Espectros de R M N - ~ ~ C  de: alindol-3-carboxaldehido- 
Figura 27: P r i n c i p a l e s  fragmentos en e l  espec t ro  de masas 
1 t i f i c a d o  por  E M  y RMN de H y 13c (Capl tulo IV). 
Se ensay6 tambign l a  reducci6n de 13 con h idruro  de alumi- 
-
n i o  y l i t i o ,  pero en e s t e  caso se obtuvo un product0 menos p o l a r  
que fue i d e n t i f i c a d o  por  R M N - ~ H  como 3-metil indol (27). Del m i s -  
- 
mo modo, cuando s e  i n t e n t 6  obtener  17 por reacci6n de 3- indol i l -  
-
l i t i o  con formaldehido en 6 t e r  e t l l i c o ,  se obtuvo e l  isdmero 
1-(hidroximeti1)- indol  (g), e l  cua l  fue i d e n t i f i c a d o  p r  s u  
espec t ro  de RMN-'H. 
Los compuestos 3- (aminometil) -indo1 ( 6 )  y 3- (metilaming 
- 
m e t i l )  -indo1 ( 7 )  se s i n t e t i z a r o n  s e g h  l a  t e c n i c a  descr ip ta  
- 
en l i t e r a t u r a 6 2 ,  except0 que l a  reduccibn de l a  imina (29)  
-
i n t e rmedia r i a  en l a  obtencidn de 7 se r e a l i z 6  por hidrogena- 
- 
cidn c a t a l l t i c a  sobre Pd/C. Los productos obtenidos fueron 
13 i d e n t i f i c a d o s  por RMN- C y/o 'H y por  EM. Las secuencias 
s i n t g t i c a s  u t i l i z a d a s  se esquematizan en la  Figura 28. 
Figura  28: S f n t e s i s  de posibles m e t a b o l i t o s  de g r a m i n a  (5). 
- 
+ ( a :  B H 4 N a ;  b: Mn04K/HOK; c: c 1 - 0 ~ ~ ~ ~  ; d: A l e a c i d n  
de D e v a r d a ;  e: CH NH aq.; f: H2, P d / C ;  g: H 4 A 1 L i .  3 2 
CAPlTULO I11 
E xpehienciaa con plantah 
de cebada en.te&aa 
E l  e s t u d i o  d e l  catabolismo de gramina en p lan tas  de ce- 
bada en d e s a r r o l l o ,  r e q u i r i 6  conseguir  un metodo de crecimien- 
t o  d e l  m a t e r i a l  vegeta l  en condiciones totalmente controladas 
y reproducib les ,  de mod0 que las  exper iencias  s e  pudieran rea- 
l i z a r  en cua lqu ie r  6poca d e l  aEo. 
Por e s t e  motivo, l a s  semillas se germinaron en una cdmara 
de crecimiento sobre arena ca lc inada  y lavada, a temperatura 
constante  de 25OC y con luz  n a t u r a l  suplementada con tubos f l u o  
-
rescentes  Sylvania  Gro Lux con fotoperfodos de 12  horas. Duran- 
te 10s primeros 4 dfas  de d e s a r r o l l o  s61o s e  suminis tr6 agua 
d e s t i l a d a  a l a s  p l%ntu las ;  poster iormente,  s e  suministraron tam 
-
bi6n l a s  s u s t a n c i a s  minerales necesa r i a s  a t r av6s  de una solu- 
ci6n de r i e g o ,  cuya composici6n se i n d i c a  en l a  Tabla 4 .  D e  
e s t e  modo, se e v i t d  e l  d e s a r r o l l o  sobre t i e r r a ,  e l  cua l  resul -  
taba indeseable  por  l a  f a l t a  de c o n t r o l  que ~ e r m i t l a  en cuanto 
a 10s m a t e r i a l e s  y microorganismos presentes  en cada germinaci6n 
p a r t i c u l a r .  Las p l a n t a s  germinadas y c rec idas  en las condiciones 
d e s c r i p t a s ,  presentaban un d e s a r r o l l o  normal a1 cabo de 30 d l a s ,  
perlodo que se consider6 s u f i c i e n t e  para  e l  e s t u d i o  de l  catabo- 
lismo d e l  a l c a l o i d e  . 
En l a  Figura 29,  se puede v e r  una f o t o g r a f f a  de l a s  plbn- 
t u l a s  de cebada de 4 d l a s  de d e s a r r o l l o ,  c rec idas  en l a s  condi- 
ciones en que fueron cu l t ivadas  durante  l a  presente  tesis. 
Una vez logradas l a s  condiciones de d e s a r r o l l o  dptimas 
para l a s  p l a n t a s ,  se dos6 e l  contenido normal d e l  a l ca lo ide  en 
Tabla 4: Composici6n de l a  soluci6n s a l i n a  empleada en e l  
d e s a r r o l l o  sobre arena de p l a n t a s  de ffahdeum vu lgahe .  
Sustancia  
r a f  ces  y p l a n t a s  e n t e r a s .  De e s t a  forma pudo determinarse l a  
e t apa  mds conveniente d e l  d e s a r r o l l o  d e l  vege ta l  para r e a l i z a r  
10s es tud ios  de catabolismo, como asf  tambign l a  cant idad de 
a l c a l o i d e  que se debfa u t i l i z a r  en cada exper iencia ,  a f i n  de 
pe r tu rba r  en  l a  menor rnedida pos ib le  e l  metabolismo de l a s  
p lan tas .  
ES conocido que l a s  semi l l a s  de cebada no contienen 
Figura 29: P16ntulas de ffokdeum vulgake de 4. d l a s  de 
d e s a r r o l l o ,  t a l  como fueron cu l t ivadas  durante 
l a  presente  tesis. 
a lca lo ides  y que $s tos  aparecen en 10s primeros d l a s  de l a  
germinacibn21122 311 32. Como se ind icd  anter iormente (Capi tulo 
I, p%gina l o ) ,  s e  encontraba d e s c r i p t o  que l a  gramina aparece 
en 10s t a l l o s  e l  t e r c e r  d f a  despu6s de l a  germinacidn y perma- 
nece en cant idades  d e t e c t a b l e s  h a s t a  10s 50 d l a s  de desar roklo  
de l a s  p l a n t a s ,  aproximadamente 33 .  Sin embargo, se ha l l aba  
desc r ip to  que e l  contenido de gramina var iaba  con l a  6poca d e l  
afio en c u l t i v o s  de PhaLahih ahundinacea 76 177. Como l a  apar ic idn  
d e l  a l c a l o i d e  en l a s  p l a n t a s  y s u  cant idad ,  podrla  e s t a r  in- 
f luenciada tambien por  las  condiciones de crecimiento de l  ve- 
g e t a l  a s i  como por  l a  var iedad de cebada u t i l i z a d a  en e s t e  
t r a b a j o  (MAGNIF 1 0 2  INTA)  , s e  dec id i6  r e a l i z a r  ma determina- 
ci6n c u a n t i t a t i v a .  
111.1. Dosaje d e l  a l c a l o i d e  en r a i c e s  y p l a n t a s  en teras .  
L a  ex t racc i6n  de las bases n i t rogenadas  desde e l  mater ia l  
vegeta l ,  se r e a l i z d  macerando las p l a n t a s  o r a l c e s  en un mortg 
r o  con metanol : 6cido c l o r h i d r i c o  concentrado (100 : 1 , 2 )  . ~l 
e x t r a c t 0  se l av6  con hexano y se separ6  por  CCD prepara t iva  
bidimensional sobre  s l l i c a g e l ,  u t i l i z a n d o  como solventes  mez- 
c l a s  de diclorometano:metanol:amonlaco concentrado (8:2:0,1) y 
acetona:amonlaco concentrado (100:1),  respectivamente. La zona 
d e l  cromatograma correspondiente  a gramina, se determin6 en 
cada caso por  comparacidn con muestras a u t g n t i c a s ,  y e l  alca- 
lo ide  s e  a i s l 6  por  e l u c i 6 n  de l a  s l l i c a g e l  con metano1:bcido 
c l o r h i d r i c o  concentrado ( 100 : 1,21 . La soluc i6n  a s i  obtenida 
fue u t i l i z a d a  directamente para determinar  e l  contenido de g r a  
- 
mina end6geno en  p l a n t a s  de cebada en  d e s a r r o l l o ,  cornparando 
l a  absorbancia a 276 nm en  s u  e s p e c t r o  u l t r a v i o l e t a  (obtenido 
usando como r e f e r e n c i a  l a  soluci6n proveniente  de l a  e luci6n 
. de una zona d e l  cromatograma l i b r e  de compuestos), con 10s va- 
l o r e s  obtenidos para  so luc iones  de gramina de concentraci6n 
conocida (Figura 30 . Dado que en-el e s p e c t r o  de gramina en solu- 
(mu g ~ z )  epueqxosqy 
ci6n de metanol: Scido c l o r h l d r i c o  (100 : 1 , 2 )  (Figura 31.b) 10s 
mdximos de absorbancia a 276, 269 y 287 nm se encontraban 
mejor r e s u e l t o s  que en 10s espec t ros  obtenidos en soluci6n de 
metanol (Figura 31.a) , se decid id  medir 10s espec t ros  cErgramina 
e x t r a i d a  en cada determinacidn directamente en e l  solvente  
con que se desorbla  de l a  s f l i c a g e l .  
En todos 10s casos,  el mdximo de absorci6n a 276 nm resul -  
t 6  s e r  e l  mejor r e s u e l t o  d e l  e spec t ro ,  por l o  cua l  se decidi6 
u t i l i z a r  e s a  longi tud  de onda para  l a s  determinaciones cuanti-  
t a t i v a s .  No obs tante ,  se determin6 e l  espec t ro  completo de l a  
gramina e x t r a i d a  y no s61o s u  absorbancia a 276 nm para t ene r  
o t r o  c r i t e r i o  mds de i d e n t i f i c a c i 6 n  d e l  product0 a is lado .  
Los re su l t ados  obtenidos en r a l c e s  (Figura 32) y plantas  en 
- 
t e r a s  (Figura 331, indicaron que l a  gramina s e  ha l l aba  presente  
t a n t o  en l a s  r a l c e s  como en l a  p a r t e  agrea  del vegeta l  desde 10s 
primeros d l a s  d e l  d e s a r r o l l o ,  mayoritariamente en 10s t a l l o s .  E l  
hecho que l a  r e l ac i6n  e n t r e  l a  cant idad  d e l  a l c a l o i d e  presente  
en t a l l o s  y r a l c e s  sea  mucho mayor para  las p l a n t a s  de 1 9  d l a s  
que para  l a s  mds jbvenes, s u g e r i r f a  una p o s i b l e  t ranslocacidn de 
l a  gramina hac ia  l a s  p a r t e s  a s reas  de l a s  p lan tas ;  e s t o  favorece 
- 
r i a  l a  d i s t r i S a c i 6 n  homoggnea d e l  a l c a l o i d e  suministrado y absor  
- 
bid0 por  l a s  r a l c e s  en las exper iencias  que se describen a c o n t i  
- 
nuacibn. 
A l a  l u z  de e s t o s  r e su l t ados ,  se dec id id  e s t u d i a r  e l  catabo 
- 
lismo de l a  gramina u t i l i z a n d o  p l a n t a s  de cebada de 11 a 2 1  d l a s  
F i g u r a  31: E s p e c t r o s  u l t r a v i o l e t a  de gramina  (5); a: d i s u e l t a  
- 
en metano l ;  b: e n  metano1:HCl (100 :1 ,2 ) .  
Figura 32: Contenido de gramina en funci6n d e l  tiempo en 
r a f c e s  de p l a n t a s  de cebada en germinaci6n. 
de edad, para  asegurar  que l a  ad ic i6n  ex te rna  de gramina perturba 
- 
se en l a  menor medida pos ib le  e l  metabolismo normal d e l  a l c a l o i -  
de,  e l  cua l  e s t d  presente  en e s a  e t apa  d e l  d e s a r r o l l o  de l a s  plan 
-
t a s  en una concentraci6n de 1 7  pgr/planta (Figura 3 3 ) .  
La gramina marcada que s e  u t i l i z e  en d ichas  exper iencias ,  se 
suminis t r6  d i s u e l t a  en l a  so luc i6n  s a l i n a  de r i ego  ( l a  disolucign 
d e l  a l c a l o i d e  s e  logr6  d iso lv i6ndolo  previamente en l a  cant idad 
mfnima de metanol y diluyendo h a s t a  e l  volumen deseado con solu- 
c i6n s a l i n a  de r i e g o ) ;  l a  r a d i a c t i v i d a d  suminis trada se determin6 
Tiempo ( d ~ a s  I 
Figura 33: Contenido de gramina en funci6n d e l  tiempo en 
p l a n t a s  de cebada en germinacign. 
en una a l l c u o t a  de dicha soluci6n y e l  r e s t o  se administr6 a  
l a s  p l a n t a s  en e l  momento adecuado, d is t r ibuyendo l a  soluci6n 
cuidadosamente e n t r e  l a s  r a l c e s  de las p l a n t a s  y evi tando e l  
contact0 con 10s t a l l o s ;  de este modo, se aseguraba que l a  ab 
- 
sorci6n se r e a l i z a b a  exclusivamente a  t r a v s s  de las  rafces .  
111.2. Determinacign de l a  c i n g t i c a  de absorci6n de gramina 
por p l a n t a s  de cebada en desa r ro l lo .  
Con e l  f i n  de conocer l a  e f i c i e n c i a  d e l  s i s tema de inocu 
- 
lac i6n  d e l  a l c a l o i d e  y l a  etapa  6ptima para e l  e s t u d i o  de l  
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catabolismo de gramina, se determin6 l a  ve loc idad  de absorcidn 
de gramina por  p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s  e n t r e  10s 11 y 2 1  
d l a s  de edad, suministrando a l a s  m i s m a s  gramina-14~ y determi -
nando l a  r a d i a c t i v i d a d  remanente en l a  a rena  a d i s t i n t o s  t i e m -  
PC's - 
Para r e a l i z a r  e s t a s  exper iencias  l a s  p l a n t a s  se t r a n s f i -  
r i e r o n  a vasos de p rec ip i t ados  a 10s 6 d l a s  de edad (cada vaso 
contenfa e l  mismo nfknero de p l a n t a s  y l a  misma cant idad de a r e  
n a ) ,  y fueron mantenidas dentro de l a  cdmara de crecimiento,  de 
mod0 que l a s  condiciones de d e s a r r o l l o  fueron totalmente equi- 
va lentes  en todas  l a s  determinaciones. 
Se u t i l i z a r o n  p l a n t a s  de 11 y 1 4  d f a s  de desa r ro l lo ,  a l a s  
cuales  se l e s  suminis trd l a  cant idad de c ~ r a m i n a - c i - l ~ ~  suf ic ien-  
t e  para  t e n e r  una re l ac i6n  de 17 ugr de a l c a l o i d e  por p lan ta ,  
cant idad que s e  consider6 adecuada puesto que correspondla a 
una r e l a c i 6 n  de s d l o  1 a 1,s veces e l  contenido normal d e l  a l -  
ca lo ide  (Figura 3 3 ,  pSgina 71) .  
L a s  p l a n t a s  fueron separadas de l a  a rena  en e l  momento ade 
- 
cuado,teniendo sumo cuidado en no dafiar las r a f c e s  l a s  cuales  
s e  lavaron con agua d e s t i l a d a  dentro mismo d e l  vaso de p r e c i p i  
- 
tados.  Se agreg6 gramina £ r i a  a l a  arena y se e x t r a j o  exhaus t i  
- 
vamente con metanol: Scido c l o r h l d r i c o  (100 : 1 ,2 )  determindndo 
- 
s e  l a  r a d i a c t i v i d a d  remanente en e l  e x t r a c t 0  ( a l f cuo tas  de 10s 
ex t rac tos  anal izadas  por  CCD demostraron que toda l a  r a d i a c t i v i  
- 
dad presente  s e  encontraba en l a  gramina que no hdbla s i d o  ab 
- 
so rb ida  por l a s  p l a n t a s ) .  
Las curvas de absorci6n de gramina por p l a n t a s  de cebada 
de 11 y 1 4  dfas  de d e s a r r o l l o  se muestran en l a  Figura 34; las 
mismas indicaron que e l  m6todo de inoculaci6n d e l  a l c a l o i d e  e r a  
e f e c t i v o ,  puesto que l a  gramina e r a  absorbida rdpidamente a t r a  
-
vgs de l a s  r a fces  en l a s  primeras horas  s igu ien tes  a1 agregado 
ex6geno d e l  a l c a l o i d e  marcado, disminuyendo luego l a  velocidad 
de absorci6n probablemente debido a una disminucidn en l a  con- 
cent rac i6n  d e l  a l c a l o i d e  r e s i d u a l ;  dicha var iac idn ,  tambign po 
-
d r l a  e s t a r  inf luenciada  por  un aumento en e l  n i v e l  end6geno de 
gramina. Para l a s  p l a n t a s  de 1 4  d f a s ,  l a  absorci6n r e s u l t 6  ser 
algo  mbs r6pida en las primeras horas ,  aunque en ambos casos 
s e  l l e g 6  a1  mismo va lo r  f i n a l .  
111.3. Obtenci6n de l a  curva de velocidad de degradaci6n de l a  
. . 
cadena l a t e r a l  d e l  a l c a l o i d e  a digxido de carbono. 
E l  des t ino  ca tabd l i co  de l a  cadena l a t e r a l  de l a  gramina 
habf a s i d o  inves t igado por  Digenis y c o l a b ~ r a d o r e s ~ ~ - ~ ~ e n  t a l l o s  
e t i o l a d o s  de cebada, en una exper iencia  en l a  cua l  s61o pudo 
recuperarse  una f racc i6n  de l a  r ad iac t iv idad  or iginalmente l o  
- 
ca l i zada  en l a  cadena l a t e r a l  d e l  a l c a l o i d e  ( ~ a p l t u l o  I, p6gi- 
na 1 7  ) .  Los autores  consideraron que debfan e x i s t i r  o t r o s  ca- 
minos a l t e r n a t i v o s  para l a  degradaci6n de l a  gramina por plan- 
t a s  de cebada. 
Se dec id i6  entonces determinar l a  importancia r e l a t i v a  d e l  
100 
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F igura  34: Curvas de absorc i6n  de gramina-o-14c por  p l a n t a s  
de cebada i n t a c t a s .  
A P l a n t a s  de 11 d l a s  
0 P l a n t a s  de 1 4  d l a s  
camino ca tab6 l i co  en e l  cua l  e l  carbon0 a e r a  eliminado como CO 2 
(y as5  l a  pos ib le  e x i s t e n c i a  de o t r o s  caminos a l t e r n a t i v o s ) ,  pe- 
r o  en p lan tas  i n t a c t a s  de cebada c rec idas  en condiciones norma- 
les. Con e s t e  f i n ,  s e  s u ~ i n i s t r d  separadamente a p lan tas  de 11 
y 1 4  d l a s  gramina- -14c y s e  midi6 l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  
en e l  C02 expel ido como una funcidn d e l  tiempo. La cantidad de 
a l c a l o i d e  suminis trado a l a s  p l a n t a s  fue  nuevamente e n t r e  1 y 
1 , 5  veces e l  contenido normal de gramina en esa e tapa  d e l  desa 
- 
r r o l l o  de l a s  p lan tas .  
En l a  Figura 35 se muestra e l  p e r f i l  c i n g t i c o  de l a  evolu -
cidn  de C02 r a d i a c t i v o  obtenido para p l a n t a s  de cebada de 11 d l a s  
junto a l a  correspondiente  curva de absorcidn de  gramina; s e  ob- 
serva  una e tapa  de r e t r a s o  de unas pocas horas  seguida por un in-  
c r e m e n t ~  de l a  velocidad de degradaci6n t o t a l ,  l a  cual  alcanza 
un mdximo a 1  cabo de 60 horas ,  disminuyendo despuss a medida que 
se hace menor l a  cant idad  d isponib le  de gramina suministrada.  
En l a  Figura 36 se presen ta  l a  curva correspondiente  a plan 
- 
t a s  de 1 4  d l a s ,  junto a l a  correspondiente  curva de absorci6n de 
gramina; se puede observar  que l a  e t apa  de r e t r a s o  en l a  evolu- 
c idn de C02 r a d i a c t i v o  es mbs c o r t a  que en l a s  p l a n t a s  de 11 d l a s  
y que e l  m6ximo de velocidad se alcanza tambign en menos tiempo. 
Como en e s t e  caso l a  velocidad de absorci6n d e l  a l c a l o i d e  r e s u l t 6  
tambign mayor, e s t o  i n d i c a r l a  l a  presencia  de un metabolismo li- 
geramente mbs a c t i v o  en l a s  p lan tas  de 1 4  d las .  
Tanto con l a s  p lan tas  de 11 como con las de 1 4  d l a s ,  se 
100 15 0 
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Figura 35: Porcenta je  de gramina-a-14~ absorbida (A) y 
de l4=o2 expirado (a) en funci6n d e l  tiempo, 
por p l a n t a s  de cebada de 11 d l a s .  Los segmentos 
s 6 l i d o s  indican 10s per lodos  de oscuridad. 
1 0 0  
Tiempo (horas)  
Figura 36: Porcentaje  de gramina-a-14~ absorbida (A) y de 
1 4  C 0 2  expirado (0) en funcidn de l  tiempo, por 
p lan tas  de cebada de 1 4  dfas .  Los segmentos 
sd l idos  indican 10s perfodos de oscuridad. 
Tabla 5: Dis t r ibuci6n  de l a  r a d i a c t i v i d a d  en l a s  p lantas  
1 4  
7 d l a s  despugs de haber les  suminis trado gramina-a- C. 
Radiact ividad en e l  Radiact ividad en l a  
e x t r a c t 0  Me0H:HCl ( % )  gramina a i s l a d a  ( 8 )  
Par te  
agrea 
obtuvo una conversidn c a s i  t o t a l  (95% y 85% respectivamente) d e l  
carbono-a de l a  gramina absorbida en didxido de carbon0 en un 
perlodo de 7 dfas .  L a  r a d i a c t i v i d a d  no incorporada en  C02 se en- 
cont r6  en e l  e x t r a c t o  metano1:dcido c l o r h l d r i c o  de las  p lan tas  
u t i l i z a d a s ,  segGn se i n d i c a  en l a  Tabla 5, 
Para determinar s i  l a  r a d i a c t i v i d a d  remanente en l a  arena 
era debida a l a  gramina suminis trada que no habla  s i d o  absorbida,  
o a a l g h  product0 d e l  catabolismo excre tado por  l a s  p lantas  a 
t r avgs  de l a s  r a f c e s ,  se agreg6 gramina f r f a  a l a  arena y s e  r e a  
- 
. l i z 6  l a  ex t racc i6n  en forma s i m i l a r  a l a  d e s c r i p t a  en 10s expe- 
rimentos de absorcien,  (Secci6n 111.2) . La gramina e x t r a i d a  se 
p u r i f i c 6  por CCD prepara t iva  encontr%ndose que contenfa e l  t o t a l  
de l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en l a  a rena  a1 f i n a l i z a r  61expe- 
rimento; se concluyd entonces que aqug l l a  e r a  debida a Pa p re  
-
senc ia  d e l  a l c a l o i d e  que no fue absorbido durante e l  t ranscur  
-
s o  d e l  experimento. E s t e  procedimiento fue  repet ido  en cada 
exper iencia  en que s e  suminis t rb  gramina-a-14~ o gramina-2-14~, 
obtenigndose en todos 10s casos r e s u l t a d o s  idgnt icos.  
Con e l  f i n  de poder obtener  mediciones durante e l  perlodo 
de oscuridad,  l o  cua l  p e r m i t i r l a  determinar  s i  habfa diferen- 
c i a s  en cuanto a 1  metabolismo d e l  a l c a l o i d e  respecto a 1  perlo- 
do en que las p l a n t a s  reciben l u z ,  se r e a l i z d  una experiencia  
u t i l i z a n d o  p l a n t a s  de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  c rec idas  en condi- 
c iones de " d l a  i n v e r t i d o "  (con fo toper lodos  de 1 2  horas  pero 
en 10s cuales  l a  e t apa  de oscuridad c o i n c i d l a  con l a  de luz en 
las exper iencias  a n t e r i o r e s )  y suministrando l a  gramina r a d i a c  
- 
t i v a  durante l a  e t a p a  de oscuridad. E s t a s  condiciones se logra  
-
ron colocando l a  cgmara de crecimiento en un cuar to  oscuro y 
regulando 10s fotoperfodos de mod0 de ob tener  luz durante l a  
noche y oscuridad durante  e l  df a .  Excepto por  e s t a  d i fe renc ia ,  
e l  experimento se r e a l i z d  en l a s  mismas condiciones que l o s  an 
- 
t e r i o r e s  . 
La curva de evolucibn de C02 r a d i a c t i v o  s e  presenta  en l a  
Figura 37; en e l l a  es evidente  que l a  e t a p a  de r e t r a s o  es m 5 s  
pronunciada y que l a  velocidad m6xima se alcanza recign a las 
80 horas;  s i n  embargo, l a  conversibn t o t a l  fue tambign de l  90% 
a 1  cab0 de 7 d l a s ;  o sea  que l a  curva aparece re t r a sada  en apro- 
10 0 
Tiempo (horas) 
Fiqura 37: Porcentaje de 14C02 expirado en funci6n del  tiempo, 
por p lantas  de cebada de 11 dfas  creciendo con 
fotoperfodos invert idos.  Los segmentos s6lidos 
indican 10s perlodos de oscuridad. 
ximadamente 20 horas con respecto  a l a  obtenida  para p lan tas  de 
11 d l a s  en l a s  cua les  l a  gramina se suminis t r6  durante un per lo  -
do de luz .  
S i  b ien  no se determine l a  curva de absorci6n d e l  a l ca lo ide  
en e s t a s  condiciones,  e s t o s  r e su l t ados  i n d i c a r l a n  que l a s  plan- 
t a s  neces i t an  pasa r  a 1  menos por una e t a p a  de iluminaci6n para 
s e g u i r  e l  proceso ca tabdl ico  normal y que l a  l u z  deber ia  in f luen  -
c i a r  en algunos de 10s pasos i n i c i a l e s  d e l  catabolfsmo de l a  g r a  -
mina . 
Un aspect0  notable  de 10s r e s u l t a d o s  obtenidos fue  que en 
10s experirnentos que se i n i c i a r o n  con p l a n t a s  de 11 dlas, l a  ve 
- 
loc idad  para  l a  evoluci6n de C02 r a d i a c t i v o  fue  msxima cuando l a  
edad de l a s  p lan tas  e r a  de 13-14 d f a s ,  y c a l a  notablemente cuan 
- 
do e s t a s  t e n l a n  1 6  d l a s ,  mientras en  10s experimentos en que se 
u t i l i z a r o n  p l a n t a s  que ten lan  1 4  d f a s  de edad, l a  velocidad m6- 
xima s e  alcanz6 cuando l a s  p lan tas  t en fan  16 d las .  D e  aqul ,  se 
deduce que e l  perlodo de r e t r a s o  observado no se debla aparente  
- 
mente a l a  f a l t a  de ac t iv idad  enzimdtica s i n 0  a una p laus ib le  
acumulaci6n de gramina y/o in termediar ios  d e l  camino ca tab6l ico  
d e l  a l c a l o i d e  en l a  p lan ta .  
Los re su l t ados  obtenidos indican  que e l  carbon0 a de l a  ca- 
dena l a t e r a l  de l a  gramina s e  conv ie r t e  cuant i ta t ivamente en C02 
en  p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s  en d e s a r r o l l o ,  y no se encontrd n i n  
- 
guns evidencia  para  l a  e x i s t e n c i a  de o t r o s  caminos alternatives 
que pudieran f i n a l i z a r  en o t r o s  productos,  ba jo  condiciones expe- 
r imentales  que no perturben e l  metabo.lismo de l a s  p lantas .  
Una vez determinado que e l  c-a de l a  cadena l a t e r a l  de l a  
gramina se degradaba totalmente a C02 durante  e l  catabolismo d e l  
a l c a l o i d e  en p lan tas  de cebada i n t a c t a s ,  se ensay6 l a  inoculaci6n 
de un t r azador  marcado en una pos ic i6n  de l a  mol6cula mds favora  
- 
b l e  para  l a  determinacidn de 10s productos in termediar ios  en l a  
degradaci6n d e l  a l c a l o i d e  . Con este f i n  se u t i l i z d  gramina-2-14~ 
l a  cua l  fue s i n t e t i z a d a  a  ese e f e c t o  s e g h  s e  d e s c r i b i 6  en l a  p5 
-
gina 28. 
En una primera exper iencia  r e a l i z a d a  con c~ramina-2 - '~~ ,  se 
u t i l i z a r o n  p l a n t a s  de cebada de 11 d l a s  de desa r ro l lo .  A 10s 7 
d fas  de haber le  suministrado e l  a l c a l o i d e ,  las p l a n t a s  se cose- 
charon separ6ndose en p a r t e  agrea  y r a f c e s  y se r e a l i z e  una ex- 
t r acc i6n  secuencia l  exhaust iva de cada f racc idn  primer0 con me- 
tan01 y luego con agua, u t i l i z a n d o  e x t r a c t o r e s  Soxhlet .  Se d e t e r  
- 
min6 l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en 10s e x t r a c t o s  metan6licos y 
acuosos como a s l  tambign en 10s res iduos  s d l i d o s  no e x t r a i b l e s ,  
para  l o  cua l  s e  de j6  en d i g e s t i 6 n  una a l l c u o t a  de cada secci6n 
d e l  vegeta l  con protoso178. Finalmente, se determine l a  rad iac-  
t i v i d a d  remanente en e l  agua de r i e g o  y en l a  arena donde hablan 
crec ido  l a s  p l a n t a s ,  l a  c u a l ,  como s e  ind icd  anteriormente (pb- 
gina  791, e r a  debida a  l a  gramina adminis trada que no fue ab- 
sorb ida  por l a s  p lantas .  LOS r e s u l t a d o s  obtenidos se resumen en 
l a  Tabla 6.  
Los e x t r a c t o s  metandlicos de r a f c e s  y p a r t e  aerea fue- 
ron separados por cromatograffa en columna de s f l i c a g e l ,  con 
e l  f i n  de i d e n t i f i c a r  10s productos r ad iac t ivos  presentes.  
Sin embargo, l a  Gnica s u s t a n c i a  a c t i v a  i d e n t i f i c a b l e  fue gra  
-
mina que no habla  s i d o  ca tabol izada ,  l a  cua l  se identified 
por CCD u t i l i z a n d o  t e s t i g o s  de muestra au tgn t i ca  y una mezcla 
de diclorometano:metanol:amonfaco concentrado (8:2:0,11 como 
solvente  , La r a d i a c t i v i d a d  recuperada en gramina correspondza 
respectivamente, a 1  70 y 60% de l a  presente  en 10s ex t rac tos  
metan6licos de t a l l o s  y r a l c e s .  E l  r e s t o  de l a  r ad iac t iv idad  
se encontr6 d i s t r i b u i d a  en v a r i a s  f racc iones  minor i t a r i a s ,  y 
dada l a  pequeiia cant idad de masa presente  no pudo s e r  as igna  
da a ningfin compuesto en p a r t i c u l a r .  
Se anal izaron  tambien 10s residuos sd l idos  no ex t razb les  
con metanol g agua, con e l  f i n  de determinar l a  r ad iac t iv idad  
presente  en l a  f r acc i6n  p r o t e i c a  y par t icularmente en e l  t r i p  
- 
tofano,  ya que e r a  conocido que dicho amino6cido es el  precur  
- 
s o r  b i o s i n t g t i c o  de gramina en t a l l o s  de cebada en germinaci6n. 
Como s e  ind ic6  anter iormente (Capl tulo I ,  pSgina 161, o t r o s  
au to res  habfan es tudiado l a  pos ib i l idad  de que e l  t r i p t o f a n o  
4 4  fuera  un c a t a b o l i t o  de l a  gramina en t a l l o s  de cebada ; s i n  
embargo, 10s r e s u l t a d o s  obtenidos por este a u t o r  no estaban 
de acuerdo con 10s obtenidos por wightman3', s i  bien hay que 
cons iderar  que unos determinaron l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en 
44  
e l  t r i p t o f a n o  l ibre3 '  y o t r o s  en e l  h id ro l i zado  de prote inas  . 
Tabla 6 : Deagradaci6n de .eramina-2-14~. ( a )  
% Radiactividad Recuperada (b) 
Tota l  Gramina P r o t e h a s  Triptof ano 
Tal los  
Extracto 
Raices 3,4% 
Tal los  O , l %  
Extracto 
Extracto 
Arena 9,3% 8,5% 
CH30H:HC1 
Agua de 
Arena 5,4% 5,0% 
r iego 
Tal los  1 , 2 %  
S6lido (no 
ex t r a ib l e )  
Raices 0,7% 
(a): s e  u t i l i z a r o n  230 p l an t a s  de 11 d la s  de desa r ro l lo ;  l a  
cantidad de gramina-2-14~ suminis t r ada  fue de 22 ug/planta 
(b): e l  signo "-" ind ica  que ese ltem no fue analizado. 
Para t r a t a r  de determinar cu61 e r a  l a  h i p d t e s i s  verdadera, 
s e  a i s l d  e l  t r i p t o f a n o  unido a p r o t e l n a s ,  p rev ia  h i d r 6 l i s i s  d e l  
t e j i d o  vege ta l  no e x t r a i b l e .  De 10s m6todos conocidos para l a  h i  
-
d r d l i s i s  de p ro te lnas  en t e j i d o  vegeta l79 ,  se e l i g i d  l a  d iges t idn  
en soluci6n de hidr6xido de b a r i o  ya que en e s t e  medio no s e  pro  
-
ducla  l a  descomposici6n d e l  t r i p t o f a n o .  Se ensayaron tambisn d i s  
-
t i n t o s  sis temas cromatogrdficos adecuados p a r a  l a  separacidn de 
aminodcidos en capa delgada prepara t iva80,  e l ig iendose  s l l i c a -  
g e l  como adsorbente y m a  mezcla de diclorometano: metano1:amo- 
n laco  (178) , ( 4 :  4:2) como solvente  de d e s a r r o l l o .  En esas  condi 
- 
ciones  e l  t r i p t o f a n o  presentaba R f  0,8  , s e p a r h d o s e  de 10s demds 
aminoScidos, 10s cuales  presentaban un Rf menor. D e  este modo se 
separ6 e l  t r i p t o f a n o  de l a  mezcla de aminodcidos provenientes 
de l a  h i d r d l i s i s  (comparando con una muestra de t r i p t o f a n o  autgn 
- 
t i c o ,  e l  c u a l  s e  revelaba con e l  r e a c t i v o  de ~ h r l i c h ~ ' ) .  
E l  a n d l i s i s  de 10s r e su l t ados  obtenidos en esta experiencia  
(Tabla 6 i nd ic6  que, contrariamente a l o  que se habla  propues- 
t o ,  l a  p a r t e  mayor i ta r ia  de l a  r a d i a c t i v i d a d  suministrada i n i -  
cialmente presente  en e l  ndcleo i n d 6 l i c o  de l a  gramina no se en 
- 
contraba en e l  t e j i d o  vege ta l ,  despugs de 7 d l a s  de haber sumi- 
n i s t r a d o  e l  a l c a l o i d e  a l a s  p lan tas .  Se consider6 entonces l a  
p o s i b i l i d a d  de que e l  C-2 de l a  gramina podr la  transformarse en 
m a  molBcula pequefia, probablemente C 0 2 ,  l a  c u a l  s e r l a  expelida 
por l a s  p lan tas .  
Para v e r i f i c a r  e s t a  h i p 6 t e s i s  s e  r e a l i z 6  una experiencia  
en condiciones i d e n t i c a s  a l a  a n t e r i o r ,  per0 recoqiendo e l  C02 
expel ido por l a s  p lan tas  durante  7 dPas a p a r t i r  de l a  adminis- 
t r a c i d n  d e l  a l c a l o i d e ,  en forma an6loga a las experiencias  rea- 
l i zadas  con gramina-a-14~ (p6gina 73) . 
Los resu l t ados  obtenidos en e s t a  nueva exper iencia  fueron 
totalmente coinc identes  con 10s obtenidos en l a  a n t e r i o r ,  ya que 
s e  observe que e l  56,5% de l a  r a d i a c t i v i d a d  suminis trada (62% 
considerando s b l o  l a  gramina-2-14~ absorbida) , s e  encontraba en 
e l  C02 expel ido por l a s  p l a n t a s  durante 10s 7 d l a s  s igu ien tes  a 
l a  adminis traci6n d e l  a l ca lo ide .  L a  r a d i a c t i v i d a d  recuperada des 
- 
de l a  arena y e l  agua de r i e g o  (8 ,5%) fue o t r a  vez asignada a la  
gramina no absorbida,  s e g h  se determine por ex t racc ien  y a n 6 l i  
- 
sis por CCD. E l  m a t e r i a l  vege ta l  remanente no fue anal izado,  ya 
que s e  hablan u t i l i z a d o  s61o 30 p lan tas  y no fue e l  ob je t ivo  de 
l a  exper iencia .  
En l a  Figura 38 se puede observar  l a  curva de evoluci6n de 
C02  r a d i a c t i v o  en funci6n d e l  tiempo para p l a n t a s  de cebada de 
11 d l a s ,  a p a r t i r  d e l  momento en que se suminis t r6  a l a s  mismas 
gramina-2-14~. Comparando con e l  p e r f i l  c i n g t i c o  obtenido para 
l a  degradaci6n de grarnina-a-14~, (Figura 35, pdgina 761, es e v i  -
dente que l a  e t a p a  de r e t r a s o  es mayor en este caso,ya p l a  ve- 
locidad mdxima de evoluci6n de C02  r a d i a c t i v o  se alcanza recign 
e n t r e  l a s  70 y 90 horas.  Es to  i n d i c a r l a  un proceso degradativo 
' secuencial  d e l  a l c a l o i d e ,  e l  c u a l  comenzarfa por l a  degradacien 
oxida t iva  de l a  cadena l a t e r a l  con pgrdida d e l  C-a como C02 y 
50 1 0 0  
Tiempo (horas) 
Figura 38: Porcentaje de 14c02 expirado en funci6n del  tiempo 
por plantas  de cebada de 11 d las  de desarrol lo,  a 
p a r t i r  de l a  administraci6n de gramina-2-14~. Los 
segmentos s6lidos indican perzodos de oscuridad. 
p o s t e r i o r  rup tu ra  d e l  a n i l l o  indb l i co ,  l a  c u a l  producirga tam -
bi6n l a  pgrdida d e l  C-2 de l a  gramina como C02 aunque no en 
forma c u a n t i t a t i v a .  
E l  hecho que l a  mayor p a r t e  de l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  
en 10s e x t r a c t o s  metandlicos de r a f c e s  y p a r t e  agrea (a6n des -
pugs de 7 d i a s )  f u e r a  debida a gramina absorbida no metaboliza -
da, afm cuando l a  absorcidn d e l  a l c a l o i d e  r e s u l t a b a  ser e x t r e  -
madamente r6pida (Figura 34, p6gina 74) ,  s u g e r i r f a  que e l  p r i  -
mer paso en l a  degradaci6n d e l  a l c a l o i d e  s e r l a  e l  que regula  
l a  velocidad t o t a l  de s u  catabolismo, mient ras  que 10s i n t e r -  
mediarios formados tendrfan una vida media muy c o r t a  permane- 
ciendo siempre en muy b a j a  concentraci8n. 
Con e s t o s  r e s u l t a d o s  y 10s obtenidos inoculando gramina- 
-a-14c, s e  determin6 e l  momento m6s adecuado para i n t e n t a r  e l  
a is lamiento e i d e n t i f i c a c i d n  de 10s in termediar ios  en e l  ca- 
t a b o l i s m ~  de gramina; para  e l l o  se u t i l i z a r o n  l a s  c i n g t i c a s  
de absorcidn d e l  a l c a l o i d e  y de evolucidn de C02 r ad iac t ivo  
en e l  tiempo (Figura 35, p6gina 76 y Figura 3 8 ) .  
En l a  Figura 39 se puede observar  l a s  curvas de r a d i a c t i  
- 
vidad presente  den t ro  de l a s  p lan tas  en funci8n d e l  tiempo: 
l a  que provendrea de gramina y / o  in termediar ios  que atin. cop- 
- I 
servan l a  cadena lateral  d e l  a l c a l o i d e  (curva I) cuya mdxima 
* concentracidn se e n c o n t r a r l a  e n t r e  l a s  30 y 50 horas  despugs 
de haber suminis trado e l  t r azador ,  y l a  que provendrfa de i n  
- 
termediar ios  y/o c a t a b o l i t o s  f i n a l e s  que atin conservan e l  C-2 
_ ' I .  . 
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Figura 39: Radiact ividad dent ro  de l a s  p l a n t a s  proveniente 
de compuestos con C-a y C-2 (curva I) y con 
s61o C-2 (curva 11) . 
originalmente presente  en l a  gramina per0 no e l  C-cx (Curva 11) 
cuya mdxima concentraci6n se e n c o n t r a r l a  e n t r e  l a s  100 y 120 
horas  despugs de l a  adminis tracidn d e l  a l ca lo ide .  Los perzodos 
indicados,  s e r l a n  10s mbs adecuados para  i n t e n t a r  l a  i d e n t i f i  -
cacidn de 10s c a t a b o l i t o s  de gramina a p a r t i r  d e l  a lca lo ide  
marcado en l a  posici6n a o en  l a  pos ic i6n  2 respectivamente. 
Dada l a  d i f i c u l t a d  encontrada en l a s  exper iencias  a n t e r i o  -
res debido a l a  b a j a  concentracidn de in termediar ios  d e l  c a t a  
- 
bolismo de l a  gramina, y considerando ademds l a  i n e s t a b i l i d a d  
c a r a c t e r l s t i c a  de 10s compuestos ind6 l i cos  monosustituidos en 
l a  posici6n 3 (como s e r l a n  10s primeros c a t a b o l i t o s  de l a  g r a  
- 
mina) s e  consider6 l a  p o s i b i l i d a d  de determinar l a  ident idad 
de alguno de e l l o s  evi tando e l  a i s lamiento  desde e l  ex t rac t0  
. .  
. ... 
metan6lico (con l a s  cons iguientes  separaciones cromatogrdficas . ,. . 
que e l l o  implica)  y reduciendo a un mlnimo e l  tiempo de expo- 
s i c i 6 n  a l a  luz  y ,  en genera l ,  l a  manipulacidn de e s t o s  com- 
puestos . 
La RMN-13c provee una metodologla adecuada pa ra  e s t e  ti 
- 
po de experiencias8*,  ya que s i  s e  dispone de m t razador  mar 
- 
cad0 con carbono-13 con a l t a  e s p e c i f i c i d a d  en alguna posicidn 
. de l a  mol6cula, s e r f a  pos ib le  s e g u i r  e s t a  marcacidn determinan 
- 
do 10s espec t ros  de R M N - ~ ~ C  en fonna d i r e c t a  sobre 10s e x t r a c  
- 
t o s ,  s i n  necesidad de p o s t e r i o r e s  pur i f i cac iones ;  l a s  sus tanc ias  
que no posean l a  marcacidn i s o t d p i c a  ac tua r l an  como un "£on 
-
do i n v i s i b l e "  , debido a l a  b a j a  abundancia n a t u r a l  de car- 
bono-13, (1,1%). 
Como s e  disponia de gramina-a-13~ (90% de enriquecimien -
t o  i so t6p ico)  l a  cua l  habfa s i d o  s i n t e t i z a d a  como se desc r ib i6  
en 11.1.2 (pdgina 22) , se r e a l i z 6  una exper iencia  con plan- 
tas de cebada de 11 d l a s  a l a s  que se les suminis tr6:  a un 
conjunto gramina-a-14~, y a o t r o  gramina-a-13~. En e l  primer 
caso,  se determind l a  r a d i a c t i v i d a d  en e l  C02 expel ido por 
las p l a n t a s  h a s t a  l a s  40 horas  despuss de haber les  suminis t ra  
- 
do e l  t r azador  (exper iencia  c o n t r o l )  . D e  e s t e  modo, se podla, 
por un lado asegurar  l a  correspondencia con 10s experimentos 
a n t e r i o r e s  en que s e  u t i l i z e  gramina-a-14~ y por o t r o ,  d e t e r  
minar l a s  f racc iones  de mayor concentracign de c a t a b o l i t o s  
y/o gramina ext rafdos  desde l a  p lan ta .  E l  perlodo de 40 horas  
se e l i g i 6  teniendo en cuenta las  consideraciones d i scu t idas  
en l a  pdgina 88. 
A 1  f i n a l i z a r  l a  exper i enc ia ,  habla  evolucionado como 
C 0 2  e l  29% de l a  r a d i a c t i v i d a d  or iginalmente presente  en e l  
a l c a l o i d e .  E s t e  r e su l t ado  concordaba con 10s obtenidos en 
l a  exper iencia  a n t e r i o r  en que se determin6 l a  c i n g t i c a  de 
degradaci6n d e l  C-a de l a  gramina en p l a n t a s  de cebada de 
11 d las .  (Figura 35, pdgina 76 1 . 
Las p lantas  en te ras  se e x t r a  jeron secuencialmente con 
metanol y agua en atm6sfera de n i t rdgeno y protegidas de l a  
luz.  Los e x t r a c t o s  metan6licos y acuosos se lavaron con hexano 
para e l iminar  l a s  c e r a s ,  y l a  f a se  de lavado fue  deshechada ya 
que r e s u l t 6  i f iac t iva  en l a  exper iencia  c o n t r o l  cuando se ensa- 
y6 por  r a d i a c t i v i d a d ,  Los porcentajes  de r a d i a c t i v i d a d  encontra -
dos en cada e x t r a c t 0  de l a  exper iencia  c o n t r o l ,  s e  d e t a l l a n  en 
l a  Tabla 7 ,  (psgina 98 ) . 
Los e x t r a c t o s  metan6licos y acuosos se l l e v a r o n  a sequedad 
en un evaporador r o t a t o r i o  a 25OC y protegidos  de l a  l uz ,  y se 
guardaron h a s t a  s u  u t i l i z a c i 6 n  a -20°C en oscur idad  y bajo a t -  
m6sfera de n i t r6geno.  Los residuos de 10s e x t r a c t o s  metan6licos 
se d i so lv ie ron  en una soluci6n de cloroformo-d:metanol-d4 (1:1) 
( 4  m l ) ,  y se determinaron 10s espect ros  de FU4N-l3c en l a  f r a -  
cci6n so luble .  Los res iduos  insolubles  se d i s o l v i e r o n  en agua 
d e s t i l a d a  (3ml) ,  y se juntaron con 10s e x t r a c t o s  acuosos; se 
agreg6 agua deuterada (1 m l )  , y s e  determinaron tambign 10s 
espec t ros  de RMN-'~C. Los espec t ros  obtenidos de 10s ex t rac tos  
de l a  exper iencia  c o n t r o l  s e  u t i l i z a r o n  como "blancos", para 
10s que s e  obtuvieron en las m i s m a s  condiciones en l a  experien -
13  
c i a  en que se suminis t r6  grarnina-a- C, 
La comparaci6n de 10s espect ros  obtenidos de los  e x t r a c t o s  
acuosos de ambas exper iencias ,  (Figura 4 0 ,  a y b, respect iva-  
- 
mente), permi t i6  d i s t i n g u i r  l a  presencia  de sefiales adiciona- 
l e s  en e l  e s p e c t r o  correspondiente  a l a  exper i enc ia  con grami- 
na-a-13c, las c u a l e s  podlan as ignarse  ten ta t ivamente  a 10s pro 
- 
ductos i n i c i a l e s  d e l  catabolismo de gramina, ya que e s t a s  se- 

fiales,  ( indicadas  con una f l echa  en l a  Figura 40. b) ,aparecerian 
en la zona d e l  e spec t ro  esperada para  10s c a t a b o l i t o s  propuestos. 
Comenzando desde campos a l t o s ,  l a s  sefiales a 6 35,7 ppm, 42,7 ppm 
y P75,O ppm, podrlan corresponder a1 C-a de 3- (aminornetill-indol 
( 6 )  - , 3- (metilaminometil)  - indol  (71 - y 6cido indol-3-carboxllico 
( 1 4 1 ,  - respectivamente.  Se  observ6 tambisn en este espect ro  l a  pre  -
sencia  de una seiial  a 53,15 ppm, l a  cua l  correspondla a l a  gra- 
mina-o-l3c absorbida por l a s  p l a n t a s ,  que no habla  s i d o  c a t a b o l i  -
zada durante  e l  period0 en que se d e s a r r o l l 6  l a  experiencia.  
Extrafiamente, no se observaron d i f e r e n c i a s  en 10s espect ros  
r ea l i zados  en metanol-cloroformo deuterados de ambos experimentos 
aunque l a  r a d i a c t i v i d a d  encontrada en e l  e x t r a c t o  metan6lico de 
l a  exper iencia  en que s e  u t i l i z d  gramina-a- 14c, e r a  mayor en 
e s e  e x t r a c t o  que en e l  acuoso. E s t a  aparente  anomalla podla a t r i  
- 
b u i r s e  a una d e f i c i e n t e  ex t racc i6n  de las p l a n t a s  con metanol y/o 
una d i so luc i6n  menos e f i c a z  en e l  solvente  deuterado, en l a  expe 
- 
r i e n c i a  en que se u t i l i z d  gramina-a-13~. D e  todos modos, e s t o s  
r e su l t ados  fueron auspiciosos,  ya que por  primera vez parec la  
encont rarse  una evidencia  para l a  e x i s t e n c i a  de 10s catabol i -  
t o s  propues tos .  
Para confirmar e s t o s  r e su l t ados  , se s i n t e t i z a r o n  l a s  sus  -
t a n c i a s  postuladas como metabol i tos  en l a  degradaci6n de l a  
cadena l a t e r a l  d e l  a l c a l o i d e  con e l  f i n  de poder comparar las  
s e a a l e s  obtenidas en e l  espec t ro  de R M N - ~ ~ C  anteriormente des -
c r i p t o s ,  con 10s desplazamientos obtenidos para  l a s  muestras 
Como s e  ind ic6  anter iormente (pbgina 161, 10s compuestos 
6 y 7 ya habfan s i d o  considerados por  o t r o s  autores  como pos i  
- - -
b l e s  c a t a b o l i t o s  de l a  gramina en cebada; ademds, l a  presencia  
de un s is tema enzimdtico capaz de r e a l i z a r  una secuencia de 
desmetilaci6n como l a  propuesta ,  ya s e  habfa determinado en 
p lan tas  de cebada en d e s a r r o l l o  para  l a  degradaci6n d e l  alca- 
l o i d e  hordenina ( 4 )  - 83, rea l izando exper ienc ias  de observacibn 
directs por espect roscopla  de resonancia  magnQtica nuclear  de 
carbono- 13. 
Como e l  carbono-a de l a  gramina se degradaba c u a n t i t a t i v a  
- 
mente a C02, se postularon tambign corno pos ib les  intermediaries 
en e l  camino ca tabe l i co ,  todos 10s compuestos con un solo  car- 
b o n ~  sus t i tuyendo l a  posici6n 3 d e l  indo l  con d i f e r e n t e s  grados 
de oxidaci6n. A s l ,  se s i n t e t i z a r o n :  3- (aminometil) -indo1 (6) , 
3- (metilaminometil) -indo1 (7) , 3- (h id rox imet i l )  -indo1 (17) , i n  
- - 
dol-3-carboxaldehido (13) y dcido indol-3-carboxflico (14) , 
- - 
seglin s e  desc r ib id  en e l  Capftulo 11. 
Lamentablemente, no s e  pudieron determinar 10s espect ros  
de RMN-13c de 10s productos obtenidos en las  m i s m a s  condicio- 
nes que 10s r ea l i zados  con 10s e x t r a c t o s  vegeta les  acuosos, 
debido a l a  ba ja  s o l u b i l i d a d  en agua de las  sus tancias  s in te -  
t i z a d a s ,  por  l o  c u a l ,  10s espec t ros  s e  debieron r e a l i z a r  en 
metanol:cloroformo. Los desplazamientos qulmicos d e l  C-a de 
10s compuestos anal izados ,  en e s a s  condicf ones,  fueron de 36,9 
ppm, 46,7 ppm y 185,2 ppm, para 10s compuestos 6 ,  7 y 1 4  res 
- d - - 
pectivamente, 10s c u a l e s  no coincidfan exactamente con l a s  se 
- 
fiales observadas en e l  espec t ro  de l a  Figura 40.b; l a  sefial 
d e l  C-a de l a  gramina presente  en e l  e x t r a c t o ,  co inc id la  con 
l a  obtenida para e l  a l c a l o i d e ,  S i  bien las d i f e r e n c i a s  de des 
- 
plazamiento qulmico e n t r e  10s C-a de l a s  s u s t a n c i a s  6 ,  7 y 14 
- - -
propuestas y l a s  sei ia les  observadas podrzan a t r i b u i r s e  a e f e c  
- 
t o s  d e l  so lven te  e s t o  no pudo s e r  confirmado. Los desplaza- 
mientos qulmicos de l a s  sus tanc ias  s i n t e t i z a d a s  se discuten en 
d e t a l l e  en e l  Capftulo I V .  
La f racci6n s o l u b l e  en metanol : cloroformo deuterados ob- 
t en ida  en l a  exper iencia  en que se suminis t rd  gramina-a-14~ 
se f racc iond s e g h  un mgtodo de a is lamienfo  e iden t i f i cac idn  
de indo les  simples desde p lan tas  super io res ,  desc r ip to  en l a  
84 l i t e r a t u r a  . Siguiendo ese procedimiento, s e  pudo determinar 
que ~ 6 1 0  e l  7% de l a  r ad iac t iv idad  in ic i a lmen te  presente  en e l  
e x t r a c t o ,  pasaba a l a  f a s e  de tolueno en La que deberian encon 
- 
t r a r s e  10s pos ib les  metabol i tos  13, 1 4  y 17. La separaci6n 
- - -
cromatogrdfica de e s t a  f racc i6n  y 10s subsecuentes ensayos 
de ac t iv idad ,  indicaron  que l a  r ad iac t iv idad  se encontraba 
en l a  f racc i6n  que contenfa,  e n t r e  o t r o s  compuestos, a 13 
-
y - 17 per0 no en l a  que contenla  1 4 .  Sin  embargo, l a  pequefia 
-
cant idad de s u s t a n c i a  impidi6 l a  p o s t e r i o r  carac ter izac ibn .  
Dado que e l  a n d l i s i s  de 10s espec t ros  de 10s ex t rac tos  
metandlicos de ambas exper iencias  indicaba  l a  presencia  de 
azficares l i b r e s  en una proporci6n elevada,  se i n t e n t 6  sepa 
- 
r a r  inespecif icamente 10s aziicares y aminodcidos d e l  r e s t o  
d e l  e x t r a c t o .  Es to  s e  r e a l i z 6  disolviendo e l  res iduo seco 
d e l  e x t r a c t o  metan6lico no e x t r a i b l e  con tolueno,  con n-bu 
- 
tan01 y extrayendo posteriormente l a  so luc i6n  a lcoh6l ica  
con agua sa tu rada  con n-butanol. De este modo, 10s aziicares 
y aminodcidos pasaban a l a  f a s e  acuosa mientras  que l a  gra- 
mina y 10s demds compuestos que se quer lan  a n a l i z a r  permane 
- 
c lan  en l a  f a s e  a lcohbl ica .  
La determinacidn de la r ad iac t iv idad  p resen te  en e s t o s  
e x t r a c t o s  (Tabla 7), demostr6 que ~ 6 1 0  una f racc ibn  minori ta  
- 
r i a  pasaba a l a  f a s e  acuosa, mientras que e l  90% de l a  a c t i -  
vidad quedaba en l a  metan6lica. Se cromatografiaron en capa 
delgada a l f c u o t a s  de cada e x t r a c t o  u t i l i z a n d o  so lventes  ade 
- 
cuados (pdgina 210 ) , reveladores  s e l e c t i v o s  (n inhidr ina ,  a n i  
- 
sa ldehido/su l f6r ico)  y t e s t i g o s  de azficares y aminodcidos, 
con l o  cua l  s e  obtuvo una buena separacidn de 10s productos 
Tabla 7: ~ i s t r i b u c i d n  de l a  r a d i a c t i v i d a d  en l a s  experien- 
c i a s  r e f e r i d a s  en l a  Secci6n 111.5. 
6 Trazador: gramina-a-14~ ( 1 , 1 4  x 10 dpm/mg; 20 pg/ 
p l a n t a )  . 
Ext rac to  
Porcenta j e  de r ad iac t iv idad  recuperada 
Total  Observaciones 
Metandlico 
Acuoso 
Arena 
Tolueno: 2,1% 
38% n-butanol: 32,5% (gramina: 27%) 
Agua: 3% 
17% Gramina: 13% 
29% 14c02 evolucionado en 40 horas 
p resen tes  en e l  e x t r a c t o  acuoso. En 10s cromatogramas obte- 
nidos desde e l  e x t r a c t o  butandl ico,  no se detec t6  l a  presen 
- 
c i a  de azficares y aminodcidos, demostrdndose asf  l a  e f i c a c i a  
de l a  separacidn rea l izada .  
Una vez encontradas l a s  condiciones adecuadas para l a  
CCD d e l  e x t r a c t o  acuoso, s e  r e a l i z d  una radiocromatograffa. 
Se sembr6 aproximadamente 10000 dpm d e l  e x t r a c t o  con e l  pro 
- 
p d s i t o  de d e t e c t a r  en qu6 s u s t a n c i a s  s e  encontraba l a  a c t i -  
vidad determinando l a  impresi6n producida sobre una placa 
rad iogrdf i ca  despugs de permanecer en contac t0  con e l  croma -
tograma durante  un tiempo a d e c u a d ~ ~ ~ .  A 1  cab0 de ese tiempo, 
no se observe ninguna impresiBn sobre  l a  p laca  radiogrdf ica ,  
a pesar  de que l a  cant idad de r a d i a c t i v i d a d  sembrada e r a  su -
p e r i o r  a 1  umbra1 necesar io  para l a  detecciGn, s e g h  se com- 
prob6 u t i l i z a n d o  gramina r a d i a c t i v a  como t e s t i g o .  E s t e  r e s u l  
- 
tad0 s e  i n t e r p r e t 6  entonces,  considerando que l a  r a d i a c t i v i -  
dad e s t a r l a  d i s t r i b u i d a  en una gran variedad de sus tancias ,  
como h i d r a t o s  de carbon0 y/o aminodcidos, por l o  cual  la  con 
- 
cent rac i6n  en cada zona en p a r t i c u l a r  de l a  p laca  s e r f a  insu  
- 
f i c i e n t e  para  p e r m i t i r  su  detecci6n.  La r ad iac t iv idad  presen 
- 
te en dichos compuestos podrla  deberse a l a  remetabolizaci6n 
de una f racc idn  d e l  14c02 (producido en l a  degradaci6n de 
gramina) , durante  e l  proceso f o t o s i n t 6 t i c o .  
Finalmente, se ana l i z6  e l  e x t r a c t 0  butan6l ico remanente, 
e l  cua l  contenla  l a  p a r t e  mayor i ta r ia  de l a  r ad iac t iv idad  t o  
- 
t a l  e x t r a i d a  desde las p l a n t a s ,  u t i l i z a n d o  l a s  tgcnicas  cro- 
matogrdficas de r u t i n a  para e l  a i s lamiento  de gramina. Nueva 
- 
mente, e l  a l c a l o i d e  r e s u l t 6  ser e l  k i c o  compuesto ac t ivo  
i d e n t i f i c a b l e .  Es te  r e su l t ado  junto a l a  evidencia  obtenida 
por R M N - ~ ~ C  en l a  exper iencia  en que s e  suminis trd gramina-a- 
13c, pusieron de manif iesto una vez m6s l a s  d i f i c u l t a d e s  que 
se encontraban en e l  es tud io  d e l  catabolismo de gramina en 
p lan tas  de cebada en d e s a r r o l l o ,  debido a l a  a l t a  velocidad 
de degradacidn d e l  a l c a l o i d e  y l a  consecuentemente baja  
concentracidn de mataboli  t o s  in termediar ios  . 
I I I . 6 .  Experiencias  de competencia y captura.  
Como se i n d i c 6  en l a  SecciQn 111.5, 10s primeros cata- 
b o l i t o s  de l a  gramina en p l a n t a s  de cebada en d e s a r r o l l o  de 
- 
ber lan  poseer una funci6n oxigenada en e l  C-a; s i n  embargo, 
t a l e s  compuestos no pudieron a i s l a r s e  desde las p lan tas  en 
que se r e a l i z a r o n  l a s  exper iencias ,  A s l ,  fue  necesar io  u t i l i  
- 
z a r  o t r o s  metodos a l t e r n a t i v o s  para l a  determinaci6n de t a l e s  
pos ib les  metabolites. 
L a  presencia  de un determinado in termediar io  en un pro 
- 
ceso ca tabd l i co  puede confirmarse suministrando a l a s  p lan tas  
e s e  compuesto i n a c t i v o  despugs de haber l e s  suministrado e l  
compuesto cuyo metabolismo se e s t d  estudiando marcado con un 
i sd topo r a d i a c t i v o  en una posicidn t a l ,  que de t e n e r  lugar  l a  
conversi6n propuesta  permanezca en e l  metabol i to  que se ensa 
- 
yag6. Si e s t a  transformacidn realmente ocur re ,  e l  compuesto 
i n a c t i v o  agregado d i l u i r d  l a  marcaci6n d e l  product0 end6geno 
formado disminuyendo as l  l a  r ad iac t iv idad  e s p e c l f i c a  d e l  pro  
- 
ducto f i n a l  y acumuldndose e l  in termediar io  r ad iac t ivo .  
E l  e s t u d i o  d e l  catabolismo de gramina en p lan tas  de ceba 
- 
da o f r e c f a  un s is tema adecuado para l a  u t i l i z a c i 6 n  de t a l e s  
t ecn icas  de "captura" ,  puesto que se disponla de 10s metaboli  
- 
t o s  que se deseaban ensayar  y de un metodo estandardizado 
para l a  detecci6n de l a  disminuci6n de l a  ac t iv idad  especf- 
f i c a ,  como e r a  l a  determinaci6n de l a  c i n g t i c a  de evoluci6n 
de C02 r ad iac t ivo .  Asf,  l a  adminis tracibn luego de un tiempo 
de espera  adecuado de un compuesto in te rmedia r io  en l a  degra 
-
1 4  dacidn de g r a m i n a - ~ x - ~ ~ ~  a C 0 2 ,  deber ia  producir  una curva 
de evolucidn de C02 r a d i a c t i v o  d i f e r e n t e  de aquel las  que se 
hablan obtenido suministrando ~ 6 1 0  e l  a l c a l o i d e  marcado en 
l a  cadena l a t e r a l  ( e s t a  curva s e  i n d i c a r d  como "normal" en 
l a s  exper iencias  que se describen a cont inuacidn) .  
Se r e a l i z a r o n  entonces exper iencias  de competencia u t i -  
14 l izando gramina-a- C y , separadamente , 3- (hidroximeti l l  - in  
- 
do1 (17) , indol-3-carboxaldehido (13) y Scido indol-3-carboxf 
- - - 
lice ( 1 4 1 ,  10s c u a l e s , e n l o s  t r e s  casos ,  se agregaron a l a s  
- 
p lan tas  4 8  horas  despu6s de haber les  swninis t rado e l  a l c a l o i -  
de; e s t e  tiempo se el ig ibI l ten iendo en cuenta  l a s  observaciorres 
d i scu t idas  en l a  Secci6n 1 1 1 . 4  (pbgina 88). En todos 10s casos 
se u t i l i z a r o n  p l a n t a s  de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  y las curvas 
de evolucidn de Cog r a d i a c t i v o  se obtuvieron tomando cada de- 
terminaci6n por  dupl icado,  en l a  forma que se indic6  en 111.3. 
En l a  Figura 4 1  se puede ve r  el  r e s u l t a d o  obtenido para  
l a  exper iencia  r e a l i z a d a  con indol-3-carboxaldehido; 10s c l r c u  
- 
14 10s negros representan  l a  curva normal de evoluci6n de C 0 2  
a p a r t i r  de gramina-a-14c (psgina 76), mient ras  que 10s t r i h  
- 
gulos corresponden a l a  curva obtenida en e s t a  experiencia .  
E s  evidente  l a  separaci6n de l a s  curvas debido a l a  di luc i6n  
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Figura 4 1 : Biodegradaci6n de gramina-o-14~. Experiencia de 
cornpetencia con indol-  3-carboxaldehido ( a )  agrega 
- 
do a l a s  4 8  horas ,  comparada con l a  curva normal 
(b)  de l a  Figura 35. 
i s o t d p i c a  d e l  product0 marcado despugs de l a  administracien 
d e l  a ldehido f r l o ,  l o  cua l  i n d i c a r l a  s u  e x i s t e n c i a  como cata- 
b o l i t o  de gramina; l a  respues ta  inmediata i n d i c a r l a  l a  presen- 
c i a  de un metabolisno a c t i v o  en ese momento, l o  que e s t a r l a  de 
acuerdo con l o  p r e v i s t o  de acuerdo a 1  a n d l i s i s  rea l izado en 
1 1 1 . 4  (pbgina 88). 
Otro resu l t ado  i n t e r e s a n t e  obtenido d e l  a n d l i s i s  de l a  
Figura 4 1 ,  su rg id  de l a  observacidn d e l  tiempo que tardaban 
las  p l a n t a s  en recuperar  e l  v a l o r  normal de radiac t iv idad  evo 
- 
lucionada como C02  a p a r t i r  d e l  momento en que s e  suministrd 
e l  aldehido,  y que r e s u l t 6  s e r  de aproximadamente 60 horas: 
Q s t e  s e r l a  e l  tiempo requerido por  e l  s is tema enzimdtico para 
degradar e l  exceso de in termediar io  administrado en l a  expe- 
r i e n c i a .  Dado que como ya s e  ind ic6 ,  e l  sis tema e r a  ac t ivo  en 
ese momento, e s e  tiempo i n d i c a r l a  l a  capacidad l imi tada  de l a s  
p l a n t a s  de cebada en cuanto a l a  cant idad  de sus tanc ia  que po 
- 
d r l a  ser biodegradada simult6neamente. 
En l a  Figura 42 s e  muestran l a s  curvas de evolucidn de Cop 
r a d i a c t i v o  obtenidas en l a s  exper i enc ias  en que s e  ensayaron 
separadamente 3- (h idroximet i l l - indol  y dcido indol-3-carboxfli- 
co. Nuevamente r e s u l t 6  notable  l a  separaci6n de l a s  curvas co- 
r respondientes  a l a s  exper iencias  en cues t idn  respecto de l a  
curva "normal" indicada en l l n e a  de t r a z o s ,  l o  que i n d i c a r l a  e l  
papel de interrnediar ios  que tendrzan 10s compues t o s  ensayados, 
en e l  catabolismo de gramina en p l a n t a s  de cebada en desa r ro l lo .  
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Figura 42 : Biodegradacidn de gramina-a-14~. Experiencias de 
cornpetencia con 3- (h idroximet i l )  - indo1 ((8) Y dcido 
indol-3-carboxl l ico (A) agregados a l a s  48  horas;  
(-----. . curva normal) . 
Un a n d l i s i s  rnbs minucioso de l a s  curvas obtenidas en l a s  
tres exper iencias ,  pe rmi t i6  i n f e r i r  que l a  secuencia metab6li -
ca  para  l a  degradaci6n de l a  cadena lateral d e l  a l c a l o i d e ,  
s e r l a :  gramina (5 )  - --- 3-(h idroximet i l l - indol  (171 - - indol- 
3-carboxaldehido (13) - - bcido indol-3-carboxilico ( 1 4 )  - --- 
C 0 2 ,  ya que l a  recuperacidn de l a  velocidad normal de evolu- 
c i6n  de C02  r a d i a c t i v o  s e  produjo mucho mds rbpidamente en l a  
exper iencia  de cornpetencia con - 1 4 ,  (aproximadamente 20 h o r a s ) ,  
que en 10s o t r o s  dos casos ,  indicando a s 5  una re l ac i6n  mbs d i  -
r e c t a  e n t r e  e l  dcido y e l  C02;  por e l  c o n t r a r i o ,  cuando s e  
adminis tr6 - 17, no se recuper6 l a  velocidad de evolucidn de C02 
r a d i a c t i v o  normal a h  despugs de l a s  60 horas .  Es ta  secuencia 
r e s u l t a b a  ademds l 6 g i c a  desde e l  punto de v i s t a  e s t r u c t u r a l .  
Para v e r i f i c a r  fehacientemente que l a  disminuci6n en l a  
evolucibn de C02  r a d i a c t i v o  se debia  efect ivamente a l a  ex is -  
t e n c i a  de 10s productos ensayados como c a t a b o l i t o s  de gramina 
y no a una per turbac i6n  d e l  s is tema enzimdtico por e l  agregado 
de una .sus tancia  extrai ia ,  se r e a l i z 6  una exper iencia  idgn t i ca  
a l a  a n t e r i o r  en que se suminis t r6  indol-3-carboxaldehido ex- 
cepto  que no se midi6 l a  evolucidn de C02 r ad iac t ivo .  A l a s  24 
horas  de haber adminis trado e l  aldehido,  l a s  p l a n t a s  se cose- 
charon y se a i s l 6  e l  compuesto ensayado desde e l  vege ta l ,  u t i -  
84 l izando e l  m6todo de Magnus . 
La f racc idn  de e l u c i d n  de l a  columna cromatogr6fica que 
contenia  indol-3-carboxaldehido ( 1 3 ) ,  mostre ser a c t i v a  cuando 
- 
s e  ensay6 por r a d i a c t i v i d a d ,  permaneciendo l a  m i s m a  en e l  
aldehido cuando g s t e  se r e c r i s t a l i z d  desde e t a n o l  previo 
agregado de indol-3-carboxaldehido f r l o .  La pequefia incor- 
poracibn obtenida (2% de l a  r a d i a c t i v i d a d  suminis trada)  , 
indicaba una vez mds l a  b a j a  concentracibn de intermediar ios  
presente  normalmente en l a s  p lan tas .  La comprobacibn de l a  
e x i s t e n c i a  de indol-3-carboxaldehido como c a t a b o l i t o  de gra  
-
mina u t i l i z a n d o  l a  tgcnica  de "captura" d e s c r i p t a ,  s e  r e a l i  
-
26 ~ 6 1 0  con e s t a  s u s t a n c i a ,  puesto que s u  mayor e s t a b i l i d a d  
comparada con 10s o t r o s  compuestos ensayados, permi t la  l a  
r ea l i zac ibn  de l a s  determinaciones desc r ip tas .  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos en e s t a s  exper iencias ,  sumados 
a 10s obtenidos por  Digenis u t i l i z a n d o  t a l l o s  a i s l a d o s  en 
oscuridad16, p e r m i t i r l a n  proponer l a  secuencia de l a  Figura 
4 3  para l a  degradaci6n de l a  cadena l a t e r a l  de l a  gramina (5) 
en p lan tas  de cebada. ( E l  r o l  d e l  3-(hidroximeti l l - indol  se rd  
ob je to  de una d iscus i6n  mds d e t a l l a d a  a1  f i n a l  de este Capf- 
t u l o ;  pdgina 151). 
Dado que s e  conocla l a  c i n g t i c a  de degradaci6n de l  C-2 
de l a  gramina a C 0 2 ,  (Seccibn 1 1 1 . 4 ,  pdgina 8 2 )  , se consider6 
f a c t i b l e  a p l i c a r  las mismas tgcnicas  de competencia desc r ip tas  
mds a r r i b a ,  para  l a  i d e n t i f i c a c i b n  de 10s c a t a b o l i t o s  s iguien  
- 
t e s  en l a  degradacidn de l a  gramina en p lan tas  de cebada in-  
t a c t a s  en d e s a r r o l l o .  
Como s e  ind icd  anter iormente (pdgina 86 ) , l a  degradacibn 
Figura 4 3 :  Esquema propuesto para  l a  degradaci6n de l a  
cadena l a t e r a l  de gramina. 
d e l  a n i l l o  i n d 6 l i c o  de l a  gramina podrfa  s e g u i r  d i f e r e n t e s  ca- 
minos, e l  mds importante de 10s cuales  impl ica r l a  s u  ruptura,  
con desprendimiento d e l  C-2 como C02.  Para e x p l i c a r  este camino 
de biodegradacign s e  postularon dos pos ib i l idades  mecanlst icas ,  
l a s  cua les  se esquematizan en l a s  Figuras 4 4  y 45. 
Dado que e l  t r i p t o f a n o  (11) se a i s l a b a  r a d i a c t i v o ,  aunque 
- 
con muy b a j a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a ,  desde l a s  p l a n t a s  a las que 
se l e s  habla  suminis trado gramina-2-14~ y como e r a  conocido 35,87 
que dicho amino6cido se degradaba hac ia  dcido a n t r a n i l i c o  (30) 
- 
, con pgrdida d e l  C-2, s e  p lan te6  l a  p o s i b i l i d a d  de que l a  gramina 
se t ransformara  en t r i p t o f a n o  y que las exper iencias  r ea l i zadas  
para d e t e c t a r l o  f a l l a s e n  por no haberse determinado con p rec i s i6n  
i. S e r i n a  
F igura  44 :  Camino metab6l ico h i p o t g t i c o  pa ra  l a  biodegra- 
daci6n d e l  a n i l l o  h e t e r o c l c l i c o  de l a  gramina. 
(y: N-CHO 
A 
(90%) 
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Figura 45 :  Camino metabdlico h ipo tg t i co  para  l a  biodegra- 
daci6n d e l  a n i l l o  h e t e r o c l c l i c o  de l a  gramina. 
e l  momento en e l  cua l  deberfa  buscarse dicho aminodcido, a 
p a r t i r  de l a  adminis traci6n d e l  a l c a l o i d e  marcado. Por analo- 
g fa  con l a  b i o s l n t e s i s  de t r ip to fano35 ,  e s t a  h i p d t e s i s  plan- 
teaba  e l  intercambio de un grupo oxigenado en l a  posicidn 3 
d e l  indo l ,  probablemente f o s f o r i l a d o ,  con un r e s t o  se r ina .  S i  
bien l a  formacidn de un ester fos f6 r i co  corm paso previo a l a  
obtencidn de t r i p t o f a n o ,  no j u s t i f i c a r i a  l a  e x i s t e n c i a  de dci- 
do indol-3-carboxflico ( 1 4 )  - como Czltimo c a t a b o l i t o  en l a  degra -
dacidn de l a  cadena l a t e r a l  de l a  gramina, e s t a  pos ib i l idad  se 
ana l i z6  igualmente ya que no se conoclan 10s requerimientos 
que e l  sis tema enzimdtico n e c e s i t a r f a  para  r e a l i z a r  l a  t rans-  
formaci6n propuesta.  S i  e s t a  h i p d t e s i s  (Figura 441 fue ra  c o r r e c  
t a ,  e l  t r i p t o f a n o  deberfa  d e t e c t a r s e  en una exper iencia  de com - 
petencia  r e a l i z a d a  en las mismas condiciones que las desc r ip tas  
anter iormente,  per0  dejando un tiempo de espera  a lgo  mayor, ya 
que e s t e  proceso deberfa  o c u r r i r  inmediatamente despues de l a  
formaci6n d e l  dcido indol-3-carboxllico . 
La o t r a  h i p 6 t e s i s  (F igura  45) ,  se plante6  considerando un 
camino degradat ivo s i m i l a r  a 1  que ocurre  con e l  t r i p t o f a n o  35,87- 1 
6 s t e  impl ica r fa  l a  oxidaci6n d i r e c t a  d e l  dcido - 14 con ruptura  
de l a  uni6n 2-3 d e l  a n i l l o  ind6 l i co  y formacidn d e l  6cido N-for - 
m i l i s a t l n i c o  (31) - , ( e l  compues t o  andlogo a l a  N-formilkinurenina 
presente  en e l  catabolismo d e l  t r ip to fano)  . E s t e  compuesto se 
desca rbox i l a r l a  a dcido N-formilantranl l ico (32) ,  - (pgrdida d e l  
C-ct de l a  gramina como C02), e l  c u a l  en una e tapa  p o s t e r i o r  
perde r l a  e l  grupo formilo como formiato,  e l  cua l  se oxida- 
r i a  subsecuentemente a C02, (p8rdida d e l  C-2 de l a  gramina) . 
E l  hecho de que e l  C-2 fue ra  eliminado como formiato que 
puede s e r  incorporado a 1  metabolismo genera l  de C-1 de l a s  
p l a n t a s  88t  89,  e x p l i c a r f a  l a  menor conversidn de C-2 en C02 
( 6 2 % ) ,  comparado con e l  C-a (90%) .  
Para t r a t a r  de encont rar  ev idenc ias  en favor  de uno u 
o t r o  mecanismo, s e  r ea l i za ron  exper ienc ias  de competencia 
ensay ando separadamen te con t r i p t o  fano (11) , dcido N-formi 1 
-
a n t r a n f l i c o  ( 3 2 )  y formiato de sodio ,  y s e  determin6 l a  evo 
- -
luc idn  de I4c0 a p a r t i r  de l a  administracidn de gramina-2- 2 
1 4  C. E l  t r i p t o f a n o  s e  agregd 54 horas  despu8s d e l  a l ca lo ide ,  
mientras  que e l  dcido N-formi lant rani l ico  y e l  formiato se 
suminis traron despugs de 80 horas ,  de acuerdo a l o  d i scu t ido  
Como se puede observar  en l a  Figura 46 ,  10s resul tados  
obtenidos en e s t a s  exper iencias  no permit ieron obtener co r re  
- 
l ac iones  seguras  sobre 10s compuestos ensayados, ya que 10s 
va lo res  de r a d i a c t i v i d a d  en C02 obtenidos en 10s casos de corn 
-
petencia ,  no d i f e r l a n  en forma s i g n i f i c a t i v a  de aquel los  ob- 
t en idos  cuando s61o se suminis t r d  gramina-2-14c. Sin embargo, 
una observacidn mds minuciosa i n d i c a r l a  que l a  adici6n de 
formiato (curva c de l a  Figura 46) produjo c i e r t a  d i luc idn  
i s o t b p i c a ,  a 1  i g u a l  que e l  t r i p t o f a n o  (curva s) , aunque e s t e  
filtimo en menor proporcibn, l o  que permi t i rxa  as ignar  ten ta-  
t ivamente l a  pos ib le  intermediacidn de ambos compuestos en 
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Figura 46 : Biodegradacien de gramina-2-14~. Experiencias de 
competencia con triptofano agregado a las 54 horas 
(a1 ; dcido N-formilantranllico (b) y formiato de 
sodio (c) agregados a las 87 horas; (-----• . curva 
normal). 
e l  proceso de rup tu ra  d e l  a n i l l o  indd l i co  de l a  gramina. 
Es to  e s t a r l a  de acuerdo para  e l  caso d e l  t r i p t o f a n o  con l o  
observado en l a s  exper iencias  d e s c r i p t a s  en 1 1 1 . 4 .  
S i  bien e l  6cido N-formilantranl l ico no produjo una 
1 4  
a l t e r a c i d n  aprec iab le  de l a  curva de evolucidn de C 0 2 ,  
(curva b), l a  ex t racc idn  de l a s  p lan tas  a1 f i n a l  de l a  ex- 
pe r i enc ia  permi t i6  (previa  d i luc idn  con e l  compuesto puro) ,  
a i s l a r  e l  dcido - 32 marcado, aunque en pequeiia proporcidn. S i  
bien  este Gltimo da to  f avorece r l a  l a  h i p d t e s i s  de l a  Figura 
45, l a  degradaci6n d e l  a n i l l o  indd l i co  de l a  gramina no pudo 
ser elucidada fehacientemente real izando exper iencias  de 
compe tencia .  
1 1 1 . 7 .  Experiencias  con indol- 3-carboxaldehid0-2- '~~ y Bcido 
indol-3-carboxf lico-2-14c. 
Como se i nd icd  anter iormente,  l a  e tapa  l i m i t a n t e  de l a  
velocidad en e l  proceso ca tab6 l i co  de l a  gramina en Hatdeum 
vuLgake deber la  ser e l  primer pasa de s u  degradacidn. D e  e s t e  
mod0 l a  concentracidn de in termediar ios  en e l  camino catabd- 
l i c o  r e s u l t a b a  i n s u f i c i e n t e  para  s u  deteccidn. Era probable 
tambign que a medida que s e  a l e j a s e  d e l  a l c a l o i d e  en e l  pro- 
ceso degradat ivo l a  concentracidn de in termediar ios  f u e r a  a h  
menor, razdn por  l a  cua l  l a s  exper iencias  en que se i n t e n t 6  e l  
ais lamiento  de c a t a b o l i t o s  producidos por l a  degradacidn d e l  
a n i l l o  i n d d l i c o  d e l  a l c a l o i d e  (atin u t i l i zando  tgcn icas  de corn 
P e t e n c i a ) ,  f a l l a b a n  cuando se u t i l i z d  gramina r a d i a c t i v a  como 
t razador .  Se consider6 entonces l a  administraci6n de un in- 
te rmediar io  que e s t u v i e s e  mds cerca  en e l  camino degradativo 
de 10s compuestos que se deseaban i d e n t i f i c a r ,  de mod0 de 
producir  un aumento en l a  concentracidn de o a t a b o l i t o s  t a l  
que h i c i e r a  pos ib le  s u  a i s l amien to  e i d e n t i f i c a c i 6 n .  
Como se ind icd  en  l a  Secci6n 1 1 1 . 6 ,  e l  indol-3-carboxal 
- 
dehido (13) - era efect ivamente un c a t a b o l i t o  de l a  gramina en 
p l a n t a s  de cebada en d e s a r r o l l o  y dado que este compuesto 
cumplla con 10s requerimientos enunciados en e l  pdrrafo  an- 
t e r i o r ,  s e  s i n t e t i z 6  ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ s e g h  se 
ind ic6  en l a  Seccidn 11.2. E l  aldehido r a d i a c t i v o  se adminis 
- 
t r 6  a l a s  p lan tas  de cebada de 1 4  d i a s  de desa r ro l lo .  
En una primera exper ienc ia ,  se determine l a  evoluci6n 
de 14c0 expel ido por  las p l a n t a s  durante 5 d i a s  a p a r t i r  2 
d e l  momento en que se sumin i s t r6  e l  t r azador ,  t rabajando en 
las mismas condiciones que l a s  d e s c r i p t a s  en 111.3. La curva 
de evolucidn de 14c02 en funci6n d e l  tiempo obtenida en e s t a  
exper iencia ,  i n d i c 6  una mayor velocidad de degradacidn d e l  
a n i l l o  indd l i co  que en e l  caso  de l a  gramina-2-14~. E s t e  
r e su l t ado  (Figura 48, curva I; p6gina 1261, concordaba con 
e l  hecho que e l  aldehido  f u e r a ,  a s u  vez, un product0 d e l  ca- 
t a b o l i s m ~  de l a  gramina y que e l  mismo no se acumulara en e l  
vegeta l .  
En e s t a  exper i enc ia  se encontr6 que aproximadamente e l  
40% de l a  r a d i a c t i v i d a d  suminis trada es t aba  presente  en e l  
e x t r a c t o  metandlico de l a  a rena  y e l  agua de r i e g o  remanente 
a 1  f i n a l i z a r  l a  misma. E l  a n d l i s i s  de ese e x t r a c t o  por CCD 
prepara t iva  y CLAR, permit id  de terminar  que l a  ac t iv idad  se 
debia  a l a  presencia  de indol-3-carboxaldehid0-2-~~~ que no 
habia  s i d o  absorbido por l a s  p l a n t a s .  Se ex t ra je ron  tarnbign 
separadamente 10s t a l l o s  y l a s  ralces con metanol y se deter -  
mind l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en  cada f racc i6n ,  l a  cua l  fue  
d e l  3% y 12%,  respectivamente. 
Se r e p i t i d  l a  exper iencia  u t i l i z a n d o  p lan tas  de 1 4  d l a s  
y recogiendo e l  C 0 2  evolucionado durante  48 horas y durante 
7 d las ;  en todos  10s casos se procedid de l a  misma forma que 
en l a  primer exper iencia  y se encontraron resu l t ados  equiva- 
l e n t e s  en cuanto a l a  cant idad de r a d i a c t i v i d a d  presente  en 
l a  arena y agua de r i ego  remanente. Nuevamente 6 s t a  fue as ig-  
nada a 1  a ldehido  que no habia  s i d o  absorbido por l a s  p lan tas ,  
s e g h  se determin6 por CCD y CLAR. 
Los r e s u l t a d o s  obtenidos en esta exper iencia  s e  encuentran 
resumidos en l a  Tabla 8. En e l l a  se puede observar  que l a  ma- 
yor p a r t e  de l a  r ad iac t iv idad  p r e s e n t e  dent ro  d e l  vegeta l  se 
encontraba en las  r a l c e s ,  l o  c u a l  s u g e r l a  h a  des loca l izac idn  
d e l  proceso degradat ivo d e l  a l c k l o i d e  h a c i a  l a s  r a l c e s  a medi 
- 
da que se avanzaba en l a  secuencia  metab6lica.  
Los e x t r a c t o s  metan6licos obtenidos  en e s t a s  exper iencias  
se ana l i za ron  por  CCD p r e p a r a t i v a  en s i l i c a g e l  u t i l i zando  d i s -  
t i n t o s  s o l v e n t e s  (pbgina 216 1 y comparbndolos con muestras de 
Tabla 8: Dis t r ibucidn  de l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en l a s  
p l a n t a s  de Hohdeum v u l y a t e  a las que s e  suminis tr6 
indol-3-carboxaldehid0-2-~~~. 
Fraccidn % de ~ a d i a c t i v i d a d ~  
Tiempo de 1 
vege ta l  To ta l  Gramina Ald. 13  Acido 1 4  C02 b 
- -
Ralces 45 
48 hs. 
Ta l los  5,5 1 , 3  
C Raf ces  18 1 6 6  hs.  
Ta l los  31 5 1 , 5  
a:  r e spec to  a 1  indol-3-carboxaldehid0-2-~4C(13) absorbido; 
-
b: recogido como CO Ba; 3 
c : promedio de dos determinaciones . 
indol-3-carboxaldehido (13) , dcido indol-3-carboxllico (14) y 
gramina (5)  au tgn t i cas .  D e  e s t a  forma s e  determine l a  d i s t r i -  
- 
bucidn de l a  r a d i a c t i v i d a d  en 10s e x t r a c t o s  y en p a r t i c u l a r ,  
en 10s compues t o s  an tes  mencionados . 
Los resu l t ados  obtenidos se d e t a l l a n  en l a  Tabla 8; en e l l a  
s e  puede observar  que 10s tres compuestos mencionados se encon t ra  
ban marcados en todas  l a s  exper i enc ias  aunque l a  d i s t r i b u c i d n  
de l a  r a d i a c t i v i d a d  e r a  d i f e r e n t e  a l a s  48 horas  que a 10s 7 
d i a s  de haber  suministrado a l a s  p l a n t a s  e l  compuesto r ad iac t ivo .  
Como e r a  de espe ra r ,  e l  mayor porcenta je  de aldehido s i n  de -
gradar  dent ro  de l a s  p l a n t a s  s e  encontr6 en l a  exper iencia  
que s e  f i n a l i z 6  a l a s  4 8  horas .  
Aunque de e s t a s  exper i enc ias  se pudieron i n f e r i r  s6 l0  
conclusiones e s t ima t ivas ,  r e s u l t 6  o t r a  vez l lamat ivo  e l  he- 
cho que l a  mayor p a r t e  de l a  r a d i a c t i v i d a d  suminis trada se 
encontraba en l a s  f r acc iones  correspondientes  a 10s tres 
compuestos anal izados ,  ya que no s e  encontr6 ninguna o t r a  
zona d e l  cromatograma con a c t i v i d a d  comparable a l a s  co- 
r respondientes  a l a s  s u s t a n c i a s  ensayadas. Es to  sugerfa  
una vez mds que l a  concentracidn de c a t a b o l i t o s  que tuvieran  
ya degradado e l  nficleo i n d 6 l i c o  o r i g i n a l  d e l  a l c a l o i d e  de- 
b e r l a  ser muy b a j a ,  a h  cuando s e  u t i l i z a b a  indol-3-carbo- 
xaldehido como t razador .  
Con e l  f i n  de determinar  fehacientemente l a  presencia  
de 10s compuestos mencionados en e l  metabolismo d e l  indol- 
3-carboxaldehido (131, ( y por  l o  t a n t o  de l a  grarnina) en 
- 
p l a n t a s  de cebada en d e s a r r o l l o ,  s e  r e a l i z a r o n  dos experien 
- 
c i a s  simultdneas r e a l i z a d a s  en condiciones experimentales 
i d e n t i c a s  en las que se sumin i s t r6  indol-3-carboxaldehido- 
2-14c (20 pg/plantal a p l a n t a s  de 1 4  d l a s ;  en una de e l l a s ,  
r e a l i z a d a  como con t ro l ,  se u t i l i z a r o n  50 p l a n t a s  y se reco 
- 
916 e l  COZexpelido a p a r t i r  de l a  administracidn d e l  t r a z a  
- 
dor; en l a  o t r a  exper i enc ia , se  u t i l i z a r o n  500 p l a n t a s  las 
cuales  se cosecharon a las  78 horas  de haber l e s  suminis trado 
e l  t r a z a d o r ,  se separaron en r a l c e s  y p a r t e  agrea y s e  e x t r a  
-
jeron separadamente con metanol. Del mismo mod0 que en l a s  
exper iencias  a n t e r i o r e s ,  s e  determine l a  r a d i a c t i v i d a d  rema- 
nente en l a  arena y e l  agua de r i e g o  a 1  f i n a l i z a r  l a  experien 
-
c i a  l a  c u a l  nuevamente r e s u l t 6  ser debida a1 a ldeh ido( l3 )  ra- 
d i a c t i v o  que no fue absorbido por l a s  p l a n t a s  s e g k  s e  determL 
n6 por  CCD y CLAR. 
La reproduc ib i l idad  de ambas exper iencias  pudo determi- 
na r se  por a n d l i s i s  de 10s e x t r a c t o s  metan6licos obtenidos por 
CCD. E l  aspect0  de un cromatograma obtenido se presenta  en 
l a  Figura 47, D e  e s t e  modo,se pudo d e t e c t a r  l a  presencia  de 
s u s t a n c i a s  con propiedades cromatogrdf i c a s  i d s n t i c a s  (en cuan- 
t o  a 1  v a l o r  d e l  R f  y a l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  d e l  revelado con 
e l r e a c t i v o  de Ehr l i ch )  a gramina (5), 5cido indol-3-carboxl- 
- 
lice ( 1 4 )  e indol-3-carboxaldehido (13) .  Como se i n d i c a  en l a  
- - 
Figura 47, l a  d i s t r i b u c i 6 n  de e s t a s  s u s t a n c i a s  f u e  d i f e r e n t e  
en t a l l o s  que en r a l c e s  l o  c u a l  suger l a  nuevamente l a  separa 
- 
ci6n de l a s  d i f e r e n t e s  e t a p a s  d e l  proceso degradat ivo de l a  
gramina en p l a n t a s  de cebada. A s l ,  se encontr6 gramina (5) 
- 
(en cant idades  d e t e c t a b l e s  con l a s  t e c n i c a s  empleadas) en 10s 
t a l l o s  per0 no en r a l c e s ,  mientras  que l a  s u s t a n c i a  asignada 
como 6cido indol-3-carboxl l ico ( 1 4 )  s 6 l o  fue  de tec tada  en 10s 
-
extractos de r a f c e s .  En e s t e  Cltimo e x t r a c t o ,  s e  pudo observar 
tambi6n l a  presencia  de una sus tanc ia  que en e l  sistema cro- 
matogr6fico indicado en l a  Figura 47, presentaba un Rf 0,4 y 
Adsorbente: Alugram S i l  G 
UV 254. Macherey 
Solvente de desa r ro l lo :  
diclorometano:metanol : amonlaco 
comc. (8:2:0,1) 
Observacibn: Fluorescencia a 254 nm 
Revelado con e l  r e a c t i v o  
de Ehr l ich  
Figura - 47: Aspecto de una cromatografla en capa delgada de 10s e x t r a c t o s  metan6licos de 
t a l l o s  ( a )  y raZces (b), en l a  exper iencia  en que s e  suminis trd indol-3-car- 
que revelaba con e l  r e a c t i v o  de Ehr l ich ;  e s t a  sus tanc ia  t a m -  
bi6n r e s u l t 6  a c t i v a  cuando s e  ensay6 por r ad iac t iv idad ,  repre  
-
sentando aproximadamente e l  10% de l a  rad iac t ivadad t o t a l  d e l  
e x t r a c t o .  
La r a d i a c t i v i d a d  evolucionada como C02 en l a  exper iencia  
"con t ro l "  fue  de 39% a 1  cab0 de 78 horas  (52% considerando 
~ 6 1 0  e l  aldehido  absorbido por l a s  p l a n t a s ) ;  este va lo r  r e su l -  
t a b a  concordante con 10s obtenidos en las  exper iencias  ante- 
r i o r e s ,  s e g h  se puede observar  en l a  Figura 4 8  (pdgina 126) 
D e l  mismo mod0 que en l a s  exper iencias  a n t e r i o r e s ,  l a s  
f r acc iones  mayor i t a r i a s  de l a  a c t i v i d a d  presente  en 10s e x t r a c  
-
t o s  metandlicos correspondlan a compuestos que mantenlan atin 
i n t a c t 0  e l  a n i l l o  indd l i co ,  ya que e s a s  sus tanc ias  revelaban 
con e l  r e a c t i v o  de Ehr l ich .  Asf, e l  d e s t i n o  d e l  nficleo indb- 
l i c o  de l a  gramina en las p l a n t a s  de cebada quedaba o t r a  vez 
indeterminado, S in  embargo, r e s u l t a b a  surnamente in te resan te  
l a  pos ib le  presencia  de gramina marcada producida a p a r t i r  de 
indol-3-carboxaldehid0-2-~~~, ya que e s t e  r e su l t ado  i n d i c a r i a  
l a  r e v e r s i b i l i d a d  d e l  camino metabglico gramina --indol-3- 
carboxaldehido. 
Como se i n d i c 6  en el  Capl tu lo  I ,  [pdgina 1 2 )  , e s t a  po 
- 
s i b i l i d a d  hab la  s i d o  descar tada  por  o t r o s  autores .  
Se procedib entonces a a i s l a r  desde 10s e x t r a c t o s  meta 
- 
. n6 l i cos  de t a l l o s  y r a l c e s ,  indol-3-carboxaldehido (131 Eicido 
-
indol-3-carboxl l ico (14) y gramina (5)  , para  l o  c u a l  se rea- 
- - 
l i z 6  una cromatograf la  en columna u t i l i z a n d o  10s solventes  
adecuados (pbgina 216) . Las f racc iones  correspondientes a 
cada una de las  tres sus tanc ias  s e  p u r i f i c a r o n  posteriormen -
te por CLAR p r e p a r a t i v a  en f a s e  r e v e r s a  u t i l i zando  una co- 
lumna Altech RP 18  y como solvente  una mezcla de etanol :  
agua:bcido a c g t i c o  g l a c i a l ,  (20:79:1). Los e l u a t o s  obteni- 
dos para l a s  f r acc iones  que presentaban tiempos de retenci6n 
i d s n t i c o s  a l a s  tres sus tanc ias  en cues t ign ,  se ensayaron 
por r a d i a c t i v i d a d ,  encontrdndose que todos eran ac t ivos ,  
Finalmente, se determinaron 10s e s p e c t r o s  de masa de l a s  
sus tanc ias  a i s l a d a s  en cada caso,  10s cua les  resul ta ron  
idgn t i cos  a 10s obtenidos con muestras au tgn t i cas  de in- 
dol-3-carboxaldehido, 6cido indol-3-carboxllico y gramina. 
Por o t r a  p a r t e ,  l a  sus tanc ia  que revelaba  pos i t ivo  con 
e l  r e a c t i v o  de Ehr l i ch ,  indicada en e l  cromatograma de l a  
Figura 47, se aisle desde e l  e x t r a c t 0  metan6lico de r a l c e s  
por cromatograf la  en  columna. Sin embargo, debido a l a  es- 
casa masa d e l  producto obtenido no f u e  pos ib le  su  p o s t e r i o r  
ca rac te r i zac i6n .  E s t e  producto, ensayado por r ad iac t iv idad ,  
dernostr6 poseer  e l  1,7% de la  a c t i v i d a d  in ic ia lmente  sumi- 
n i s t r a d a  a las  p l a n t a s ,  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos en e s t a  exper iencia  s e  r e su  
- 
men en l a  Tabla 9. Los mismos ind ican  que p a r t e  d e l  carbo- 
no-2 d e l  a ldehido  se degradaba a COZ, siendo e l  dcido in- 
dol-3-carboxllico uno de 10s i n t e rmedia r ios  de e s e  proceso; 
Tabla 9 :  Productos d e l  metabolismo de indol-3-carboxalde- 
hido (a)  en Hokdeurn v u l g a x e  luego de 78 horas. 
Sus tancia  % de incorporacidn absolu ta  (b 
T a l l o s  Raices Tota l  
Gramina (5)  - 
Acido indol-3- 
ca rbox l l i co  ( 1 4 )  -
Indol- 3-carboxal - 
dehido (13) 
-
Compue s t o  
Ehr l i ch  ( + I  
Experiment0 c o n t r o l  
( a )  : se suminis t rd  20 ug/planta ( 7 , 2  x l o 6  dpm) . 
(b)  : 10s da tos  corresponden a 1  porcenta je  6e incorporacidn 
respec to  d e l  a ldehido ( 1 4 )  absorbido por l a s  p lantas .  
-
e s t e  r e su l t ado  fue  coinc idente  con 10s obtenidos en l a s  ex  
- 
per iencias  de competencia desc r ip tos  en l a  Secci6n 111.6. 
Una vez mbs e l  hecho de haber encontrado Scido-indol-3-car 
- 
boxf l ico  marcado, s6lamente en e l  e x t r a c t 0  proveniente de 
r a l c e s  y que ademds, l a  mayor p a r t e  d e l  a ldehido  recuperado 
s i n  c a t a b o l i z a r  desde l a s  p l a n t a s  se encontraba tambign en 
esa f r acc idn ,  i n d i c a r l a  l a  des loca l i zac i6n  d e l  proceso ca- 
t abd l i co  desde 10s t a l l o s  (donde s e r l a  b i o s i n t e t i z a d a  l a  
gramina hac ia  las  r a l c e s ,  en las e t a p a s  pos ter iores  
de l  catabolismo d e l  a l c a l o i d e  en Hoxdeurn vu lgaxe .  
En e s t a  exper i enc ia  s e  pudo confirmar tambien l a  e x i s  
- 
t enc ia  d e l  indol-3-carboxaldehido como precurso r  b i o s i n t e t i  
-
co de gramina en p l a n t a s  de cebada e n  d e s a r r o l l o  l o  cual,  
como se ind icd  anter iormente (pSgina 122, habfa s i d o  des- 
car tado por  o t r o s  autores .  E s t a  aparente  contradiccibn,  pg 
d r l a  e x p l i c a r s e  teniendo en cuenta que l a  gramina es degrada 
-
da rdpidamente por  las  p l a n t a s  de cebada a€in en  10s primeros 
d l a s  de l a  germinacidn y un tiempo de espe ra  excesivo e n t r e  
e l  momento de s u m i n i s t r a r  e l  precursor  (el  c u a l  es tambisn 
rdpidamente degradado) y e l  ais lamiento  de l a  gramina podrla  
conducir a r e s u l t a d o s  err6neos.  
Una vez mbs,los r e su l t ados  obtenidos no permitieron i n  
- 
f e r i r  ninguna secuencia  ca tab6 l i ca  para  l a  degradaci6n d e l  
a n i l l o  i n d 6 l i c o  d e l  indol-3-carboxaldehido y consecuenteme~ 
t e  de l a  gramina, ya que, como se i n d i c 6  anteriormente l a  
mayor p a r t e  de l a  r ad iac t iv idad  p resen te  en 10s ex t rac tos  
metan6licos de l a s  p lan tas  se encontrd en l a s  sus tanc ias  f i  
nalmente i d e n t i f i c a d a s  l a s  cua les  conservaban todavla  i n t a c  
-
t o  e l  s i s tema indbl ico .  E s t e  r e s u l t a d o  s u g e r l a  nuevamente 
que l a  velocidad de degradacidn d e l  a n i l l o  h e t e r o c l c l i c o  de - 
b e r f a  ser sumamente rdpida y l a  concentracidn de metabolitos 
in te rmedia r ios  e n t r e  e l  dcido indol-3-carboxi l ico y e l  C02 
(de c-2) consecuentemente pequefia. 
Con e l  mismo c r i t e r i o  seguido en l a s  exper iencias  an te  
-
r i o r e s  y dado que no se pudieron determinar  10s productos de 
degradacidn d e l  a n i l l o  ind6 l i co  y que e l  dcido indol-3-car- 
boxf l i co  ( 1 4 )  - s e r l a  e l  Gltimo c a t a b o l i t o  de gramina en que 
se mantendrla i n t a c t 0  e l  sis tema h e t e r o c l c l i c o ,  se l levd  a 
cab0 una exper iencia  u t i l i zando  como t razador  este compues- 
t o  marcado con carbono-l4'en l a  pos ic i6n  2,  para  l o  cual  se 
l o  s i n t e t i z 6  s e g h  se desc r ib id  en 11.2. 
Se determind entonces l a  c i n g t i c a  de degradacidn de l  
carbono-2 d e l  dcido indol-3-carboxllico a C02 u t i l i zando  plan 
- 
t a s  de cebada de 1 4  d l a s  de d e s a r r o l l o .  La Figura 4 8  muestra 
l a  curva de evolucidn de 14c02 en funcidn d e l  tiempo obteni  
- 
da, donde se puede observar que l a  velocidad en l a  elimina- 
c i6n  de 14c02 por l a s  p lan tas  r e s u l t 6  mayor en e s t a  experien 
- 
cia (curva 11) que cuando se u t i l i z e  indol-3-carboxaldehido- 
1 4  
-2- C,  (curva I) ; ( e s t o  e s t a r z a  de acuerdo con l a  re lac i6n  
secuenc ia l  propuesta  para e s t o s  dos compuestos en e l  cata-  
bolismo de gramina en Ha~deurn vuLgake).  En e s t a  experiencia,  
s e  obtuvo una conversi6n del  66% de l  dcido suministrado en 
14c02 a1 cab0 de 7 dfas (82% considerando s610 l a  rad iac t iv i -  
dad absorbida por l a s  p l an t a s ) .  
L a  experiencia an t e r io r  se r e p i t i 6  en condiciones i d s n t i  -
cas per0 u t i l i zando  un n h e r o  mayor de plantas  y se determin6 
l a  rad iac t iv idad  presente en 10s ex t rac tos  metandlicos de r a l ce s  
y pa r t e  aerea. Dichos ext ractos  fueron pxocesados ut i l izando 
l a s  tecnicas  cromatogrdficas habi tuales ,  no encontrhdose  nin  -
guns evidencia de l a  acumulacidn de intermediaries de l  camino 
degradativo que f inal izaba en C02 en cantidades suf ic ien tes  pa 
- 
r a  permi t i r  s u  aislamiento y su ident i f icaci6n.  
La radiact iv idad rernanente en l a  arena y e l  agua de r iego 
a 1  f i n a l i z a r  l a  experiencia,  se encontrd en e l  dcido indol-3- 
-carboxll ico a i s l ado  desde e sa s  fracciones e l  cual fue i d e n t i  
- 
f icado por CCD y CLAR. Los resul tados  obtenidos se indican en 
l a  Tabla 10. 
L a  f raccidn mayoritaria de l a  radiact iv idad se encontr6 
en e l  C02 expelido por l a s  plantas.  En l a  experiencia indica- 
da como I1 en l a  Tabla 10 se determind que a l a s  2 horas de ha 
- 
ber suministrado a l a s  p lantas  e l  dcido indol-3-carboxflico- 
2-14c ya se obtenla C02 radiact ivo (10s valores obtenidos fue- 
ron 0,168, 0,28%, 0,43%, 0,618 y 1 , 4 6 %  de l a  radiact iv idad s u  
- 
ministrada,  a l a s  2 ,  4 ,  6,  8 y 10 horas respectivamente), 10 
cual indicaba o t r a  vez l a  a l t a  velocidad con que s e  degradaba 
Tabla 10 : Inoculaci6n de acid0 indol-3-carboxllic0-2-~~~. 
Tiempo Porcenta je de Radiactividad(a) ( % )  
(horas) Tallos Rakes Arena C02 
III. 12 3 1 I 7 1,8 11 78 
(a) : respecto de la radiactividad absorbida. 
50 100 150 
Tiempo (horas) 
Figura 48: Porcentaje de radiactividad en el C02, a partir 
de ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ (curva I) y dcido 
indol- 3-carbox~lico-2-~~~ (curva 11) . 
e l  a n i l l o  indd l i co  a p a r t i r  de 10s c a t a b o l i t o s  de gramina 
que ya presentaban funciones oxigenadas en l a  cadena l a t e r a l .  
Un aspect0 i n t e r e s a n t e  de 10s resul tados  obtenidos en 
e s t a  exper iencia  fue  que no se encontr6 gramina marcada en 
10s e x t r a c t o s  metan6licos de l a s  p lan tas ,  l o  c u a l  i n d i c a r f a  
que en e l  metabolismo de  e s t o s  compuestos indg l i cos  en Hahdeum 
vulgake l a  formaci6n de dcido indol-3-carboxflico s e r f a  un 
proceso i r r e v e r s i b l e  despu6s d e l  cua l  se produci r fa  l a  expul 
-
s i 6 n  d e l  C-a y l a  r u p t u r a  d e l  a n i l l o  he te roc lc l i co .  Tampoco 
se de tec t6  e l  compuesto mencionado en l a  p6gina 118 como 
Ehr l ich  p o s i t i v o ,  l o  c u a l  i n d i c a r f a  que el  mismo no e s t a r f a  
involucrado en e l  proceso degradat ivo en e s t u d i o  s i n o  t a l  vez 
en l a  conversidn indol-3-carboxaldehido (13) - gramina (5) 
- - 
o en algtin camino secundario d e l  metabolismo de 13. Por e s t a  
-
raz6n e s e  compuesto no f ue posteriormente inves  t igado. 
111.8. Experiencias con t a l l o s  de cebada. 
Los r e s u l t a d o s  obtenidos  en las experiencias  an te r io r -  
mente d e s c r i p t a s  sugerfan que e l  proceso degradat ivo de l a  
gramina en ffohdeum vulgahe comenzarla en 10s t a l l o s  d e l  ve- 
g e t a l  donde e l  a l c a l o i d e  s e  encuentra  en mayor concentraci611, 
per0 s e  desplazar fa  h a c i a  l a s  r a f c e s  a medida que se avanzaba 
en l a  secuencia c a t a b 6 l i c a  y que e l  proceso t o t a l ,  e l  cual  
f i n a l i z a b a  mayoritariamente en C02 ( t a n t o  cuando se u t i l i z a -  
ba gramina-a-14~ o gramina-2-14~) m a  vez comenzado se produ- 
c l a  en forma continua s i n  acumulacidn de ningGn in termediar io-  
Se consider6 entonces l a  p o s i b i l i d a d  de " f racc ionar"  l a  
secuencia  degradat iva u t i l i z a n d o  sdlamente 10s t a l l o s  en vez 
de l a s  p l a n t a s  en te ras ,  ya que,  s i  e l  a l c a l o i d e  f u e r a  absorbi  -
do por 10s t a l l o s ,  e l  proceso ca tabd l i co  t e n d r l a  que l l e g a r  
s61o h a s t a  l a  e tapa  permit ida por  10s sis temas enzimdticos p r e  -
s e n t e s  en las par tes  agreas  produci6ndose probablemente l a  acu  -
mulacidn d e l  filtimo c a t a b o l i t o  formado en 10s t a l l o s -  A s l ,  se 
r e a l i z a r o n  exper iencias  u t i l i z a n d o  t a l l o s  de p l a n t a s  de cebada 
de 1 4  d i a s  de d e s a r r o l l o ,  y gramina-2-14~ (en una re l ac i6n  de 
aproximadamente 20 pgr de a l c a l o i d e  por  t a l l o ) .  . e A  
Las p l a n t a s  s e  cosecharon e inmediatamente se separaron 
10s t a l l o s  de l a s  semi l l a s  y r a l c e s  y s e  colocaron en una s o l u  
- 
cidn de b u f f e r  f o s f a t o  0 , 5  M ,  pH 6,8 , l a  c u a l  contenia  a 1  a l c a  -
l o i d e  d i s u e l t o ,  de mod0 que s d l o  l a  base de 10s t a l l o s  quedaba 
sumergida en l a  solucidn,  l o  que permi t ia  l a  absorcidn d e l  
a l ca lo ide .  Se agregd tambign un funguicida y un a n t i b i d t i c o  
de amplio e spec t ro  para e v i t a r  l a  contaminacidn por hongos y 
b a c t e r i a s ,  y mercaptoetanol p a r a  e l iminar  e l  oxfgeno d i s u e l t o  
en e l  b u f f e r ,  evi tando asl l a s  oxidaciones que podrlan con- 
d u c i r  a l a  desnatura l izac idn  de l a s  enzimas ac tuantes  en e l  
catabolismo de l a  gramina. 
En una primera exper iencia  s e  determind l a  capacidad que 
t en lan  10s t a l l o s  de absorber  gramina en e s a s  condiciones,  m i  
- 
diendo l a  r ad iac t iv idad  remanente en l a  soluci6n tamponizada 
Tabla 11: Absorcidn de qramina-2-14~ por tallos de cebada. 
% Radiactividad 
Tiempo 
(horas) 
Remanente en Absorbida por 
la soluci6n (b) 10s tallos (a) 
62 
(a) : suministrada - (b) 
a diferentes tiempos a partir del momento en que se ponla en 
contact0 con 10s tallos. Los resultados obtenidos se detallan 
en la Tabla 11; la velocidad de absorcidn fue muy alta durante 
las primeras horas pero 6sta disminuy6 rdpidamente a partir 
del primer dla, alcanzdndose un valor prdcticamente constante 
de aproximadamente 50%, a diferencia de lo observado en las 
experiencias en que se utilizaban plantas enteras en donde la 
absorcidn continu6 hasta hacerse casi cuantitativa (Figura 34, 
pdgina 74) . 
Se dec id i6  entonces r e a l i z a r  estas exper iencias  dejan -
do a 10s t a l l o s  en l a  soluci6n tamponizada que contenla  gra  -
mina-2-14c durante  40  horas ,  ya que en ese lapso l a  absorcidn 
d e l  a l c a l o i d e  alcanzaba prdcticamente e l  v a l o r  msxima y 10s 
t a l l o s  presentaban todavPa un excelente  aspecto,  mientras 
que 10s mismos comenzaban a p resen ta r  sefiales de de te r io ro  
a p a r t i r  de las  50 horas  aproximadamente. Ademds, como ya 
se ind ic6  pa ra  las exper iencias  en que se u t i l i z a r o n  p lantas  
e n t e r a s ,  ese tiempo s e r i a  e l  adecuado para e l  e s t u s i o  de 10s 
primeros c a t a b o l i t o s  de l a  gramina en Uokdewn vulgake.  
A 1  f i n a l i z a r  l a  exper iencia  10s t a l l o s  se ex t ra je ron  
exhaustivamente con metanol y e l  e x t r a c t o  metandlico s e  l a  
- 
v6 con hexano, determin6ndose nuevamente que e s t a  fase e r a  
i n a c t i v a  cuando s e  ensay6 por r ad iac t iv idad .  E l  e x t r a c t o  m e  
- 
t a n 6 l i c o  se evapor6 a sequedad y se l o  sometid a una croma 
- 
t o g r a f l a  de tamiz molecular,  u t i l i z a n d o  Sephadex LH-20 y 
metanol como eluyente .  E s t e  m6todo s e  habla  ensayado previa 
- 
mente con e x t r a c t o s  metandlicos de t a l l o s  de cebada a 10s que 
se les habla suminis trado gramina f r l a ,  en las m i s m a s  condi 
- 
ciones  que las  u t i l i z a d a s  en esta exper iencia ,  demostrando 
ser e f i c a z  para  l a  separaci6n de 10s productos de d i f e r e n t e  
peso molecular p resen tes  en 10s ex t rac tos .  Ajustando con pre 
- 
c i s i 6 n  10s v o l h e n e s  de l a s  f racc iones  recogidas se logrd 
ademds l a  separaci6n de l a  gramina d e l  t r i p t o f a n o  l i b r e  pre  
- 
s e n t e s  en 10s e x t r a c t o s  de 10s t a l l o s .  
En e s t a s  exper iencias  se in tentaron  i d e n t i f i c a r  todos 
10s compuestos ind6 l i cos  p resen tes  en e l  e x t r a c t o  ya que, 
como s e  ind icd  anteriormente (p%gina 123) se esperaba que 
en 10s t a l l o s  no se p r o d u c i r l a  l a  degradacign d e l  a n i l l o  
indd l i co  de l a  gramina. A s l ,  l a s  d i s t i n t a s  f racc iones  e l u i  
-
das desde l a  coPumna de Sephadex se anal izaron por  cromato 
-
g r a f l a  en capa delgada, u t i l i z a n d o  d i f e r e n t e s  so lventes  pa -
ra l a  separacidn de todos 10s pos ib les  c a t a b o l i t o s  de g r a  
-
mina; en e s p e c i a l  s e  u t i l i z a r o n  condiciones que permit ieron 
l a  separacidn de gramina (5) , t r i p t o f a n o  (11) , 3- (h idroxi  
- - - 
m e t i l )  -indo1 (17) - , indol-3-carboxaldehido (13) y dcido i n  
- - 
dol-3-carboxllico ( 1 4 )  - . 
La presencia  de compuestos ind6 l i cos  en l a s  f r a c c i o  
nes  e l u i d a s  s e  determind por  CCD ( s l l i c a g e l )  revelando e l  
cromatograma con e l  r e a c t i v o  de ~ h r l i c h * ' ,  y  en p a r t i c u l a r  
para  l a s  sus tanc ias  mencionadas a r r i b a  por  co-cromatogra 
- 
f l a  en d i f e r e n t e s  so lven tes  (pbgina 220) y comparaci6n de 
10s Rf y de l a s  c a r a c t e r l t i c a s  de l a s  manchas obtenidas 
con d i s t i n t o s  reveladores  (W, Ehrl ich ,  12) con las obte- 
n idas  para 10s t e s t i g o s  de las  muestras au tSn t i cas ,  Sdlo 
se de tec t6  l a  presencia  de gramina y t r i p t o f a n o  en una con 
- 
cent rac idn  suf  i c i e n t e  para  poder v i s u a l i z a r l o s  con reve la  
- 
dores  t a n  s e n s i b l e s  como e l  r e a c t i v o  de Ehr l ich-  
E l  e x t r a c t o  metandlico t o t a l  contenla  e l  90% de l a  
r a d i a c t i v i d a d  absorbida por  10s t a l l o s  y toda l a  a c t i v i d a d  
permanecla en 10s e l u a t o s  obtenidos desde l a  columna de Sephg 
dex que correspondlan a l a s  f r acc iones  de peso molecular menor 
que 1000; Gsta se encontraba mayoritariamente en l a s  f racciones 
que contenlan gramina (80% de l a  r a d i a c t i v i d a d  d e l  ex t rac t0  me - 
t an6 l i co  t o t a l )  y en un porcenta je  mucho menor (aproximadamente 
1 0 % )  , en l a s  que contenfan t r i p t o f a n o .  
Aunque e s t a s  f r acc iones  contenlan s6lamente t r i p t o f a n o  (11) 
o gramina (5) - como tinicos compuestos ind6 l i cos ,  ( s e g h  se d e t e r  -
min6 revelando 10s cromatogramas obtenidos desde esas fracciones 
co e l  r eac t ivo  de E h r l i c h ) ,  se encontraban presentes  o t r a s  sus- 
t a n c i a s ,  l a s  cua les  se detectaban cuando s e  u t i l i z a b a  un r eve la  -
dor universa l .  AdemSs, se debfa cons iderar  l a  pos ib i l idad  de que 
una pequefia f racc i6n  de gramina (que no l l e g a s e  a r eve la r  con 
e l  r eac t ivo  de E h r l i c h ) ,  podrla  encont rarse  enmascarada en l a  
f raccidn e l u i d a  desde l a  columna de Sephadex que contenla funda -
mentalmente t r i p t o f a n o .  En consecuencia l a s  f racc iones  correspon -
d ien tes  a gramina (10000 dpm) y t r i p t o f a n o  (5000 dpm), se separa -
ron por CCD ( s f l i c a g e l )  con mezcla de metanol: diclorometano (2:  1) 
como solvente  de d e s a r r o l l o ,  Se determin6 l a  r ad iac t iv idad  pre- 
sente  en cada zona d e l  cromatograma dejando impresionar m a  p laca  
fo togrdf ica ,  en una exper iencia  de radiocromatograffa como l a  
que s e  d e s c r i b i 6  en l a  p%gina 98. 
Despugs de 5 d l a s  de exposici6n s e  revel6  e l  papel foto- 
grSf ico ,  determin6ndose que en l a  f racc idn  correspondiente a1  
a l ca lo ide ,  s d l o  s e  de tec taba  r a d i a c t i v i d a d  en l a  zona correspon -
d ien te  a gramina, obtenigndose una impresi6n de in tens idad  
comparable a l a  obtenida por e l  t e s t i g o  de gramina-2-14~ que 
s e  u t i l i z 6  como re fe renc ia ;  en cambio, no se encontraba impre -
sionada l a  zona correspondiente  a t r i p t o f a n o  de l a  f racc idn  
que contenia  a 1  aminodcido, s i n a  que l a  ac t iv idad  se encon- 
t r a b a  d i s t r i b u i d a  fundamentalmente en dos zonas correspon- 
d i e n t e s  a Rf 0 , 4 y O,6 , aunque de ba j a in tens idad  y minori -
ta r iamente  hac ia  l a  zona d e l  f r e n t e  d e l  solvente .  En esta 61 -
t i m a  zona cromatografiaban en esas condiciones indol-3-carbo - 
xaldehido (13) - y 3- (h idroximet i l )  -indo1 (17 )  - . Dada l a  escasa  
masa presente  en l a  f racc i6n  anal izada  no se pudieron iden- 
t i f i c a r  10s productos r ad iac t ivos .  L a  gramina en cambio, se 
separ6  d e l  r e s t o  de l a s  sus tanc ias  con que e l u i a  de l a  c o l ~  
na de Sephadex, por cromatograffa en columna de s i l i c a  como 
s e  hac ia  habitualmente,  y s u  iden t idad  fue  confirmada por CCD, 
CLAR y EM. E l  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  presente  en l a  g r a  
- 
mina recuperada fue d e l  74% con respec to  a l a  r ad iac t iv idad  
absorbida por 10s t a l l o s ,  
Los re su l t ados  obtenidos en e s t a  exper iencia  permit ieron 
i n f e r i r  que, contrariamente a l o  esperado, no se producfa acu 
- 
mulacidn d e l  filtimo c a t a b o l i t o  de gramina formado en 10s t a  
- 
l l o s ,  s i  no que todo e l  proceso degradat ivo se encon t ra r i a  
frenado, probablemente por un mecanismo de retroal imentacidn 
producido a l o  l a rgo  de l a  secuencia  ca tab6 l i ca  desa r ro l l ada  
en 10s t a l l o s ,  una vez que se alcanzaba l a  mdxima concentra  
- 
ci6n  pos ib le  de intermediar ios  dent ro  d e l  vegeta l .  
Esto e x p l i c a r l a  e l  a l t o  porcenta je  de gramina r a d i a c t i  
-
va encontrada en 10s e x t r a c t o s  de 10s t a l l o s  a 1  f i n a l i z a r  l a  
exper iencia ,  como a s f  tambign l a  c i n e t i c a  de absorcidn d e l  
a l c a l o i d e  par t icu larmente  d i f e r e n t e  a l a s  obtenidas en las 
exper iencias  en que se u t i l i z a r o n  p lan tas  en teras .  A s l ,  mien 
- 
tras que l a  absorcidn de gramina fue prdcticamente l a  m i s m a  
en ambas exper iencias  durante  l a s  primeras 2 1  horas ,  (Figura 
34 ,  pdgina 7 4 1 ,  g s t a  disminufa bruscamente a p a r t i r  d e l  p r i  
-
m e r  d l a  y permanecla en un v a l o r  m6ximo de a l rededor  d e l  55% 
a h  despues de 90 horas  cuando se u t i l i z a b a n  s6lamente t a l l o s .  
En e s t e  mismo periodo,  l a s  p l a n t a s  e n t e r a s  hablan absorbido 
c a s i  e l  90% de l a  gramina sur-iinistrada. 
L a  a l t a  concentraci5n de gramina dentro de 10s tallos 
sugerPa ademSs que l a  disminucidn en l a  absorcion no s e r l a  
provocada pox m a  disminucidn de l a  concentracidn de l a  gra- 
mina exdgena, como suceder la  en e l  caso de l a s  p lan tas  ente- 
r a s ,  s i n 0  probablemente por una sa turac i6n  en e l  contenido 
d e l  a l ca lo ide  enddgeno. 
De 10s r e su l t ados  a n t e r i o r e s  se concluy6 que l a  u t i l i z a  
- 
cidn  d e l  s is tema enzim6tico fragmentado no pe rmi t l a  e s t u d i a r  
e l  catabolismo de gramina en Hoadeum vulgaae.  
Se i n t e n t 6  entonces u t i l i z a r  homogenatos l i b r e s  de cglu  
- 
l a s  obtenidos a p a r t i r  de p l a n t a s  o f racc iones  de p l a n t a s  de 
cebada y t r a t a r  de e s t u d i a r  con e l l o s  e l  catabolismo de l a  
gramina (5), rea l izando exper iencias  de observacidn d i r e c t a  
- 
por RMN- 13c 82.  E s t a  p o s i b i l i d a d  se a n a l i z 6  ya que se conocfa 
que homogenatos de r a l c e s  de p l a n t a s  de cebada de 8 d l a s  de de -
s a r r o l l o ,  eran capaces de produci r  l a  desmetilacidn d e l  a l c a l o i  -
13 de hordenina ( 4 )  - 83 y que s e  disponza de grarnina-a- C y gramina- 
-2-l3c, l a s  cua les  s e  hablan s i n t e t i z a d o  como se indic6  en e l  
Capl tulo 11. 
Los d i fe ren  tes i n t e n t o s  por  l o g r a r  homogenatos que mantu -
vieran  l a  capacidad degradat iva de grarnina no dieron resul tados  
p o s i t i v o s ,  a h  cuando s e  modificaron l a s  condiciones experimen- 
t a l e s  u t i l i z a d a s  en 10s e s t u d i o s  de degradaci6n de hordenina 83 
ya sea  t rabajando a d i s t i n t o s  pH (buf fe r  f o s f a t o ,  p H  6,8 ,7,2 , 
7,4 y buf fe r  TRIS, p H  8,2) , d i s t i n t a s  temperaturas de incuba- 
c i6n  (25",  30°,  37OC) , en condiciones aer6bicas  o anaerfjbicas, 
o agregando agentes  an t iox idan tes  (mercaptoetanol,  s o r b i t o l )  , 
cofac tores  ( f o s f a t o  de p i r i d o x a l l  y/o aminodcidos ( s e r i n a ) .  D e  
e s t e  modo, s e  deshech6 l a  u t i l i z a c i 6 n  de sistemas alternatives 
para  e l  e s t u d i o  d e l  catabolismo de l a  gramina en ff o&dem vulga&e.  
1 1 1 . 9 .  Experiencias  con gramina marcada en e l  a n i l l o  bencgnico: 
Como s e  ind ic6  anter iormente,  no fue pos ib le  de tec ta r  in- 
te rmediar ios  en e l  proceso degradativo d e l  a n i l l o  ind6l ico de 
l a  gramina en p l a n t a s  de cebada en d e s a r r o l l o ,  en las diferen- 
t e s  exper iencias  en que s e  u t i l i z a r o n  como t razadores  compues 
- 
t o s  marcados con 14c o 13c en l a  posici6n 2 d e l  sistema he tero  
- 
c i c l i c o  ya que dicho carbon0 e r a  eliminado en s u  mayor p a r t e  
como C 0 2 .  Por l o  t a n t o ,  fue necesar io u t i l i z a r  gramina marcada 
en e l  a n i l l o  bencgnico para l o  cual  s e  s i n t e t i z d  c ~ r a m i n a - 6 - ~ ~ ,  
s e g k  se ind ic6  en l a  secci6n 11.3. 
Para determinar  c6mo s e  d i s t r i b u l a  l a  r ad iac t iv idad  o r i -  
ginalmente p resen te  en el a n i l l o  bencgnico de l a  qramina, s e  
r e a l i z 6  una primera exper iencia  u t i l i z a n d o  aproximadamente 200 
p lan tas  de cebada de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o ,  a l a s  cua les  se 
les suminis trd ~ g r a m i n a - 6 - ~ ~  (20 vqr/planta) en l a  misma forma 
que se d e s c r i b i 6  para l a s  experiencias  con c ~ r a m i n a - ~ ~ ~ .  A 1  cabo 
de 7 dfas  desde l a  administracidn d e l  a l c a l o i d e ,  las plantas  se 
cosecharon, se separd l a  arena y el  aqua de r i ego  y se e x t r a j e  
- 
ron r a i c e s  y p a r t e  agrea ,  separadamente y en forma secuencial  
con metanol y aqua. 
Se midi6 l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en cada ex t rac to ,  como 
asf  tambign, en 10s res iduos  s6 l idos  no e x t r a l b l e s  con metanol 
y aqua (disgregando previamente e l  m a t e r i a l  inso lub le  con h i -  
dr6xido de hiamina);  dado que e l  res iduo no e x t r a f b l e  de las 
raxces mantenla una f racc i6n  minor i t a r i a  de l a  r ad iac t iv idad ,  
s e  consider6 l a  p o s i b i l i d a d  de que 6 s t a  se encont rara  en e l  pro 
-
ducto de h i d r 6 l i s i s  bSsica de l a s  p r o t e l n a s  presentes  en e l  ma 
- 
t e r i a l  vegeta l  (esta tgcn ica  como se i n d i c 6  anteriormente,  p6- 
gina 85, permitfa  l a  recuperacidn d e l  t r i p t o f a n o  de p r o t e l n a s ) ,  
y en l a  l i g n i n a ,  ya que e x i s t l a  tambign l a  pos ib i l idad  de que 
e l  r e s t o  aromStico d e l  a l ca lo ide  suminis trado pasase a formar 
p a r t e  de e s e  m a t e r i a l .  
Los resul tados  obtenidos en e s t a  exper iencia ,  junto con 
l a  secuencia de separaci6n r e a l i z a d a ,  se esquematizan en l a  
Figura 49.  La d i s t r i b u c i 6 n  de l a  r ad iac t iv idad  obtenida en e s t a  
exper iencia  a 1  cab0 de 7 d l a s  de haber suministrado a l a s  plan -
t a s  gramina-6-3~, fue muy d i f e r e n t e  a l a  observada cuando s e  
suminis t r6  gramina-2-14~ (Tabla 6 ,  pggina 84) . 
Como primera observaci6n, llam6 l a  a tenci6n e l  a l t o  por -
c e n t a j e  de r ad iac t iv idad  encontrado en l a  arena y e l  agua de 
r i ego  remanente (aproximadamente e l  32% de l a  r ad iac t iv idad  
sumin i s t r ada ) ,  l o  que i n d i c a r l a  que a l g h  c a t a b o l i t o  f i n a l  de 
l a  gramina s e r l a  excretado por l a s  p l a n t a s ,  ya que, como s e  
habla  observado en l a s  exper iencias  en que se u t i l i z e  gramina- 
-14c, s61o e l  1 0 %  de l a  r a d i a c t i v i d a d  originalrnente presente  
en e l  a l c a l o i d e  ( y  por l o  t a n t o  de l a  masa de gramina suminis -
t r a d a )  s e  encontraba en e s a  f r acc i6n  a 1  cabo de 7 d las .  A s i  
s e  determin6 qu6 porcenta je  de l a  r ad iac t iv idad  presente  en 
e s a s  f racc iones  , provenla efect ivamente de l a  c~ramina-6-.'~ 
que no habla  s i d o  absorbida por  l a s  p lan tas ;  l o  cua l  s e  rea- 
l i z 6  como en l a s  o t r a s  exper iencias  en que se u t i l i z e  gramina- 
Coincidentemente con 10s r e su l t ados  a n t e r i o r e s  , s61o e l  
1 0 , 9 %  de l a  r a d i a c t i v i d a d  p resen te  en 10s e x t r a c t o s  provenien -
t e s  de l a  arena y agua de r i e g o ,  correspondla a l a  gramina- 
3 
-6- H no absorbida por  l a s  p lan tas ;  e l  21% de l a  r a d i a c t i v i -  
dad r e s t a n t e  permanecla en e l  e x t r a c t 0  metanol-aqua a l c a l i n o  
2 P -  CCD p r e p a r a t i v a  
(SV. lP C12CH2:C113011:AcOIf, 30:2:1; 
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Figura  49:  Esquema s e p a r a t i v o  y r e s u l t a d o s  ob ten idos  en l a  
e x p e r i e n c i a  en que se s u m i n i s t r 6  c~ramina-6-~8.  
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despugs de haber ex t ra ido  l a  gramina y no e r a  ex t r a fb l e  
con c loruro  de metileno en condiciones dcidas o neutras .  
Este resul tado fue sumamente auspicioso ya que confirmaba 
l a  h ipd t e s i s  de que l a  radiac t iv idad fuera  debida a  un ca -
t a b o l i t o  excretado por l a s  p lantas ;  adembs, l a s  caracte- 
r l s t i c a s  de so lub i l idad  de ese compuesto indicaban que e l  
mismo deberla  ser sumamente polar .  
Como a1  f i n a l i z a r  e s t a  experiencia se encontr6 muy 
poca radiac t iv idad dentro de l a s  p lantas ,  t a n t o  10s ex t rac  -
t o s  metan6licos y acuosos como en 10s resfduos s6l idos  (s6 -
l o  e l  6 %  de l a  rad iac t iv idad  suministrada) ,  cabla  l a  posi  -
b i l i dad  que e l  producto rad iac t ivo  excretado por l a s  plan -
t a s  fuera  una sus tanc ia  vo l6 t i1 ,  l a  cual  se evaporarla  
una vez que e r a  eliminada a1 ex t e r i o r .  Con este c r i t e r i o ,  
y considerando tambign l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  de so lub i l idad  
d i scu t idas  anteriormente,  se inves t ig6  l a  presencia de 
3 ~ 2 ~  en e l  ex t r ac t0  proveniente de l a  arena d e l  que s e  ha -
bfa  ex t ra ldo  previamente l a  gramina y en e l  agua de rie- 
go remanente a1  f i n a l i z a r  l a  experiencia,  para l o  cua l ,  
s e  l i o f i l i z a r o n  ambas fracciones separadamente, recogign 
- 
dose en arnbos casos e l  agua de l i o f i l i z a c i 6 n .  Los r e s u l t a  
- 
dos obtenidos (Figura 4 9  p6gina 138) , indicaron no s 6  
- 
l o  que ese  producto e r a  ac t ivo ,  s i n0  que ademds e r a  l a  
k i c a  sus tancia  r ad i ac t i va  excretada por l a s  p lantas ,  ya 
que toda l a  rad iac t iv idad  presente en 10s ex t rac tos  de l a  
arena y agua de r i ego ,  despugs de haber separado l a  gramina- 
3  6- H no absorbida por l a s  p lan tas  se encontraba en e l  agua 
obtenida en l a  l i o f i l i z a c i 6 n  de e s a s  f racc iones .  
E l  hecho que e l  hidr6geno de l a  posici6n 6 de l a  gramina 
fuera  excretado como agua planteaba dos pos ib i l idades  degrada -
t i v a s :  a) que l a  pos ic i6n  6 de l a  gramina fuese  h idroxi lada  
en alguna e t a p a  d e l  catabolismo d e l  a l c a l o i d e ,  probablemente 
p o s t e r i o r  a l a  formaci6n d e l  dcido indol-3-carboxllico,  o 
b) que e l  a n i l l o  bencgnico tambign se degradase,  producigndo- 
s e  l a  ruptura  d e l  s is tema arombtico. L a  primera pos ib i l idad  
resu l t aba  menos probable,  ya que, como se ind ic6  en 1 1 . 3  (pd- 
gina 3 7 )  las h id rox i l ac iones  enzimdticas conocidas para 10s 
sis temas ind6 l i cos  ocur r i an  en l a s  posiciones 5 y/o 7 d e l  he- 
t e r o c i c l o .  
Como se i nd ic6  anter iormente,  uno de 10s pos ib les  cami- 
nos ca tabd l i cos  postulados para l a  grarnina en ffaadeum vulgaae 
impl ica r i a  s u  degradaci6n a Scido a n t r a n l l i c o  (30) - (Figura 
45, pdgina 109) .  E l  catabolismo d e l  dcido a n t r a n f l i c o  en 
92 
vegeta les  no ha s i d o  todavfa completamente elucidado ; s i n  
embargo, se conocfa un camino degradat ivo para  e s t e  compues -
t o  comfm a todos 10s sistemas v iv ien tes ,  en e l  cua l  s e  pro- 
ducla posteriormente a l a  formaci6n d e l  Scido 3-hidroxian- 
t r a n i l i c o  ( 3 3 )  l a  ruptura  d e l  enlace C-3-C-4 d e l  a n i l l o  a r o  
- - 
mbtico. La secuencia p o s t e r i o r  no ha s i d o  inves t igada  en ve- 
g e t a l e s  per0 s f  en b a c t e r i a s ,  en donde e l  camino degradativo 
conduce f inalmente a a c e t a t o  93-95 perdiendose e l  H de l a  po- l , 1, - .- 
s i c i 6 n  4 d e l  dcido a n t r a n i l i c o  como H20. Dado que, si  e f e c t i  -
vamente e l  catabolismo de gramina (5)  - conducla a dcido a n t r a  -
n l l i c o  ( 3 0 ) ,  - como s e  p lante6  en l a  segunda p o s i b i l i d a d  en l a  
pdgina 107, e l  C-4 d e l  aminodcido corresponderla  a1  C-6 
d e l  nGcleo ind6 l i co  de l a  gramina, e s t a  secuencia degradati-  
va e x p l i c a r l a  l a  formaci6n de 3 ~ 2 0  en e l  catabolismo de gra- 
mi11a-6-~~ en las p lan tas  de cebada en desa r ro l lo .  
Se i n v e s t i g 6  entonces l a  presencia  d e l  dcido a n t r a n l l i -  
co (30)en - 10s e x t r a c t o s  metan6licos de r a i c e s  y p a r t e  agrea,  
l o  cua l  s e  r e a l i z e  por CCD u t i l i z a n d o  secuencialmente como 
so lven tes  mezclas de diclorometano:metanol:dcido a c s t i c o  gla- 
c i a l ,  (30: 2: 1) (Rfgra=O; Rfmt=O , 75) y diclorometano:metano1: 
amoniaco concentrado (8:  2: 0 , l )  (Rf =0,45) , Las placas se de- g r a  
s a r r o l l a r o n  con e l  primer so lven te ,  s e  c o r t 6  l a  zona de R f  
0 , 7 ,  y e l  r e s t o  de l a  placa se volvi6  a cromatograf iar  con e l  
segundo so lven te  (ver  esquema en l a  Figura 49, pdgina 138) ; 
en todos 10s casos s e  u t i l i z 6  como adsorbente s l l i c a g e l  con 
indicador  f luorescen te  para determinar l a  presencia  de l a s  
s u s t a n c i a s  por  exposicidn d e l  cromatograma a l a  l u z  W (254nm) 
y se agreg6 a 10s ex t rac tos  a n t e s  de cromatograf iar ,  10 mg de 
gramina y dcido a n t r a n l l i c o  au tgn t i cos  para poder l o c a l i z a r  
9 
l a s  s u s t a n c i a s ,  dada l a  b a j a  concentraci6n end6gena de l a s  
mismas. Las zonas de 10s cromatogramas correspondientes a g ra  
- 
mina (5 )  y Scido a n t r a n l l i c o  (301, s e  desorbieron desde l a  sl- 
- - 
l i c a g e l  y s e  ensayaron por r ad iac t iv idad .  
En forma t e n t a t i v a ,  s e  pudo determinar l a  presencia  de 
una pequefia proporci6n de 6cido a n t r a n l l i c o  r a d i a c t i v o ,  en 
10s e x t r a c t o s  r e t a n 6 l i c o s  de r a l c e s  per0 no de t a l l o s ,  r e s u l  -
tad0  e s t e  que concordaba tambien con l a  supuesta d e s l o c a l i  -
zacidn de l  proceso degradat ivo de gramina hac ia  l a s  r a l c e s ,  
en l a s  G l t i m a s  e t a p a s  d e l  catabolismo d e l  a l c a l o i d e  en ffohdeum 
vulgatte.  
Tarnbign se determind l a  presencia  de gramina r a d i a c t i v a  
t a n t o  en 10s e x t r a c t o s  de t a l l o s  como en 10s de r a l c e s  (en 
una proporcidn a l g o  mayor en 10s t a l l o s ) .  
Por o t r a  p a r t e ,  s e  observd que aproximadamente e l  40% 
de l a  r a d i a c t i v i d a d  presente  en e l  e x t r a c t 0  metan6lico de raP -
ces ,  no s e  e l u l a  desde l a  zona de siembra d e l  cromatograma, 
aGn despugs d e l  d e s a r r o l l o  en ambos s is temas cromatogrdficos, 
por  l o  cual  se pens6 que e l  o 10s compuestos responsables de 
l a  ac t iv idad  deberlan ser muy polares  y relat ivamente neutros.  
Se anal izd  entonces l a  pos ib i l idad  de que uno de esos  compues 
- 
t o s  fuese a l g h  product0 de g l icos idac idn  d e l  6cido a n t r a n l l i  
- 
co, ya que e s t a  s u s t a n c i a  s e  encontraba d e s c r i p t a  en l a  l i t e -  
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r a t u r a  . Se r e a l i z e  entonces l a  h i d r 6 l i s i s  dcida de una a l lcuo-  
- 
t a  d e l  e x t r a c t o  metan6lico de r a l c e s ,  y s e  cromatografi6 el  
hidrol izado,  despu6s de haber a jus tado  e l  pH de l a  soluci6n a 
aproximadamente 5 ,  en 10s dos sis temas cromatogrgf i c o s  indica  
- 
dos anteriormente.  E l  a n 6 l i s i s  de l  cromatograma obtenido, de 
mostr6 que e l  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  presente  en e l  o r i -  
gen habla  disminuido notablemente con respecto  a 1  obtenido cuan -
do s e  cromatografi6 e l  mismo e x t r a c t o  s i n  h i d r o l i z a r ,  l o  cua l  
confirmaba l a  h i p 6 t e s i s  con respec to  a l a  presencia  de un corn -
puesto gl icosidado.  Sin embargo, no se produjo un aumento con -
comitante en e l  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  presente  en l a  zo 
- 
na d e l  cromatograma correspondiente  a 1  dcido a n t r a n f l i c o  (Gsta 
aument6 per0 ~ 6 1 0  un 20% con respec to  a 1  va lo r  obtenido en e l  
e x t r a c t o  o r i g i n a l )  . La r a d i a c t i v i d a d  remanente se encontraba e n  
l a  zona d e l  cromatograma correspondiente  a Rf=0,9, despugs deL 
d e s a r r o l l o  en e l  segundo so lvente ;  debido a l a  pequefia masa de 
que se disponia,  no s e  pudo determinar  l a  ident idad  de l a / s  s u s  
- 
t anc ia / s  r a d i a c t i v a s .  (Como se i n d i c 6  anteriormente,  10s r e su l -  
tados  obtenidos en e s t a  exper i enc ia  se resumen en l a  Figura 4 9 ,  
pdgina 138. 
Por o t r a  p a r t e  no se encontr6 r a d i a c t i v i d a d  en 10s res iduos  
s 6 l i d o s  de t a l l o s ,  y ~ 6 1 0  un pequeso porcenta je  en e l  de r a f c e s  
encontrdndose fundamentalmente en l a  f r acc i6n  p ro te ica  d e l  te j i  
- 
do vege ta l ,  probablemente en e l  t r i p t o f a n o  unido a p ro te inas ,  
aunque e s t o  filtimo no se ana l i zb ;  como d a t o  complementario, no 
se encontr6 r ad iac t iv idad  incorporada en l a  l i gn ina .  
E l  b a j o  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  recuperada desde l a s  
p l a n t a s  a 1  cab0 de 7 d l a s  de haber l e s  suministrado e l  a l c a l o i d e  
sugiri6 adem%s que l a  degradaci6n t o t a l  de l a  gramina en Haadeum 
vuLgahe s e r i a  un proceso extremadamente rdpido, ya que e s t o s  re- 
sul tados  indicaban que m%s d e l  80% de l a  r ad iac t iv idad  o r i g i n a l  -
mente presente  en e l  a n i l l o  bencgnico de l a  gramina absorbida 
por l a s  p lan tas  habr la  s i d o  excre tada  de l a s  mismas durante ese 
perzodo. D e  conf i rmarse e l  esquema c a t a b 6 l i c o  propuesto, e l  pro  -
ducto excretado debiera  ser finicamente H 2 0 , 1 a  cua l  en parte(como 
se observd en e s t a  exper iencia)  quedarza en l a  arena y agua de 
r i ego ,  per0 mayoritariamente s e  h a b r l a  evaporado desde l a  super  -
f i c i e  de l a  arena en que se d e s a r r o l l a r o n  las  plantas .  Aunque en 
mucha menor medida y d i l u i d a  con e l  aqua de r i e g o ,  e l  3fi20 habr la  
s i d o  reabsorbida tambi6n por las  p l a n t a s .  Es tos  r e su l t ados  por 
o t r a  p a r t e ,  concordaban nuevamente con l a  a l t a  velocidad de degra -
dacidn encontrada para indol-3-carboxaldehido (131 y dcido indol-  
-
3-carboxllico ( 1 4 )  - , cuando se inocularon e s t o s  compues t o s  marca -
dos en e l  C-2 d e l  nucleo inddl ico .  (Figura 4 8 ,  I y 11, p6gina 126). 
Con e l  f i n  de determinar fehacientemente s i  l a  h i p d t e s i s  pos -
t u l ada  representaba efect ivamente lo  que o c u r r l a  en e l  c a t a b o l i s  -
mo de gramina en ffohdeum vuXgatre, se d e c i d i 6  r e a l i z a r  una expe- 
r i e n c i a  u t i l i  zando simultiineamen te q a m i 1 1 a - 6 - ~ ~  y c~ramina-2- '~~,  
y determinar a d i f e r e n t e s  tiempos a p a r t i r  de l a  inoculacidn d e l  
a l c a l o i d e  marcado, l a  r e l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~  en 10s e x t r a c t o s  metandli  
- 
cos de r a l c e s  y t a l l o s ,  .y en l a  a rena  y agua de r i e g o  remanente 
a1  f i n a l i z a r  l a  exper iencia .  
De e s t e  modo un aumento en l a  r e l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~  i n d i c a r l a  e l  
momento en e l  cual  o c u r r l a  l a  rup tu ra  d e l  a n i l l o  p i r r d l i c o  d e l  
a l c a l o i d e  pero no d e l  bencgnico, mient ras  que l a  misma var iac idn  
y ademds l a  presencia  de 3 ~ 2 0 ,  i n d i c a r f a  e l  momento a p a r t i r  
d e l  cua l  l a  p l a n t a  comenzarla a e x c r e t a r  e l / l o s  producto/s pro -
venientes  de l a  degradaci6n t o t a l  de l a  gramina. 
Para r e a l i z a r  e s t a  exper iencia  fue necesa r io  primer0 en- 
con t ra r  un mgtodo adecuado para e l  ais lamiento  d e l  dcido a n t r a  -
n l l i c o  desde l a s  p lan tas ,  ya que este product0 debla ser a n a l i  -
zado. 
En l a  l i t e r a t u r a g 6  se encontraba d e s c r i p t o  un metodo de 
ext racc i6n  de 6cido a n t r a n l l i c o  (30) - desde vegeta les ,  el cual  
fue u t i l i z a d o  en e s t a  experiencia .  Sin embargo, l a  pureza d e l  
product0 obtenido en e s e  procedimiento no se consider6 s u f i c i e n  -
t e  para  e l  t r a b a j o  con mate r i a l  r ad iac t ivo .  
Como e l  dcido a n t r a n l l i c o  sublimaba en condiciones experi  -
mentales s e n c i l l a s  (llO°C y 1 atm) se u t i l i z e  e s t e  mgtodo para 
l a  pur i f i cac i6n  d e l  producto obtenido desde l a s  p lan tas ,  dado 
e l  a l t o  grado de pureza con que se ob ten ia  l a  s u s t a n c i a  con es 
- 
te procedimiento. La presencia  de agua t r i t i a d a  se determin6 
por l i o f i l i z a c i 6 n  como se ind ic6  mds a r r i b a .  
Por Gltimo s e  decidid a i s l a r  l a  gramina no catabol izada 
presente  den t ro  d e l  vegeta l ,  ya que e s t a  i n d i c a r l a  en que ex 
- 
tenci6n s e  degradarfa  e l  a l c a l o i d e ,  a p a r t i r  de s u  adminis tra  
- 
ci6n y absorci6n por l a s  plantas.De este mod0 se r e a l i z 6  una e x  
- 
per ienc ia  u t i l i z a n d o  aproximadamente 2000 p l a n t a s  de cebada de 
11 dfas  de d e s a r r o l l o  a l a s  cua les  se les suminis t r6  gramina- 
3 (6- H , ~ - ' ~ c )  , ( r e l ac ibn  3 ~ / 1 4 ~ =  1 , 3 )  . (23 pgr /p lanta)  ; a l l c u o t a s  
de l a s  mismas s e  cosecharon a l a s  50, 72, 96,  1 2 0  y 166 horas.  
En todos 10s casos s e  e x t r a j e r o n  separadamente r a l c e s  y p a r t e  
a6rea con metanol, s e  agreg6 a 10s e x t r a c t o s  e n t r e  15 y 20 mg 
de gramina y una cant idad  equiva lente  de Scido a n t r a n l l i c o ,  y 
s e  guardaron h a s t a  s u  u t i l i z a c i 6 n  en oscuridad y a b a j a  tempe- 
r a t u r a .  
Siguiendo 10s procedimientos desc r ip tos ,  anteriormente,  se 
a i s l a r o n  desde 10s d i f e r e n t e s  e x t r a c t o s  metan4licos gramina (5) 
y dcido a n t r a n l l i c o  (30) .  La separacidn de-10s mismos s e  r e a l i z d  
- 
por CCD prepara t iva  en s l l i c a g e l  y posteriormente se pur i f i ca -  
ron por cromatografla en columna de s z l i c a g e l  y por sublimaci6n, 
respectivamente. La incorporaci6n absolu ta  en 10s productos en 
- 
d6genos s e  ca lcu l6  en funci6n de l a  masa de sus tanc ia  recupera 
- 
da despuss de l a  pur i f i cac i6n  considerando l a  masa de gramina y 
dcido a n t r a n l l i c o  au tgn t i cos  agregados en cada caso. Se a i s l a r o n  
tambi6n desde e l  agua de r i e g o  remanente a 1  procesar cada a l l -  
cuota  y desde 10s e x t r a c t o s  metanol-HC1 conc. (100:  L;2) de l a  
arena ,  l a  gramina (p rev io  agregado de l5mg de gramina f r l a  a 
l a  arena antes  de l a  ex t racc i6n)  y e l  agua presente ,  l a  cua l ,  
como s e  ind ic6  anter iormente,  s e  obtenza por l i o f i l i z a c i d n  de 
esos  ex t rac tos .  
Los re su l t ados  obtenidos s e  d e t a l l a n  en las Tablas 1 2  y 13; 
e l l o s  permitieron a c l a r a r  en muchos aspectos ,  e l  catabolismo 
de l a  gramina en l a s  p lan tas  de Hotdeum v u l g a k e .  
En primer lugar ,  s e  observd l a  presencia  de 3 ~ 2 ~  en l a  arena 
Tabla 1 2  : Degradaci6n de gramha- (6- 3 ~ 1  2-14c) por p lan tas  
( a )  de cebada de 11 d i a s  de d e s a r r o l l o  . 
Radiact ividad en e l  agua de r i e g o  ( % I  
Tiempo 
Tota l  Agua Resto (b 1 
(horas)  
3~ 14c 3 ~ / 1 4 ~  3~ 3~ 14c 3 ~ / 1 4 ~  
5 ( a ) :  se suminis trd gramina-(6-3~l  2-14c) (7 ,3  x 10 dpm/mg 
3 de H I  5,6 x l o 5  dpm/mg de 14c, r e l ac ibn  3 ~ / 1 4 ~ :  1,3;  
2 3 ~ g / p l a n  t a )  ; (contenido normal de gramina enddgena 
en p lan tas  de cebada de 11 dfas:  1 7  pg/planta) .  
(b) : residuo obtenido en l a  l i o f i l i z a c i d n  d e l  e x t r a c t 0  t o t a l .  
Tabla 1 3  : Degradacidn de gramina- ( G - ~ H ,  2-14C) . Porcentaje  de 
r ad iac t iv idad  en gramina ( 5 )  y dcido a n t r a n l l i c o  (30) 
- 
e x t r a l d o s  desde las plantas .  
Tiempo Tota l  Gramina (2) (30)  - (a) 
(horas)  3~ 14C A/ C  3~ 14c 3 ~ / 1 4 ~  3~ 3  1 4  
I. Ext rac to  metandlico de ralces 
50 1 0  9 1 3  1 , 3  8 , 9  7 ,9  1 , 4  0 ,59 
72 11 8 , 8  1 , 5  8 , 5  7 ,4  1 1 3  0 ,56 
96 7 , 8  6,O 1 , 6  
120 6,O 5 , 8  1 , 3  3 , 6  3 , 2  1 , 3  1 , 0 2  
166  5 , O  4 ,2  1 , 5  1 , 7  1 , 4  1 , 4  0 , 0 4  
11. Extrac to  metandlico de t a l l o s  
50 38 35  1 , 4  30 25 I r 4  0  (b) 
72 3 1  2 7  1 , 4  1 9  1 8  1 ,3  0  
96 34 26  1 , 6  1 4  1 3  1 ,3  0  
120  2 5  2 3  1 1 2  619  5 , 3  1 , 4  0  
166  6  11 Or6 3 r 6  3 ,6  1 ,3  0  
(a) : E l  dcido a n t r a n l l i c o  no contenla  14c en proporciones 
de tec tab les .  
(b): E l  6cido a n t r a n l l i c o  ( 3 0 )  proveniente de 10s e x t r a c t o s  
-
de t a l l o s  no e r a  r a d i a c t i v o .  
y agua de r iego ,  ya a l a s  50 horas  de haber swninis t rado e l  
a l c a l o i d e ,  l o  que indicaba  l a  notable  rapidez  con que l a  gra  
-
mina e r a  degradada h a s t a  s u s  tiltimas e t a p a s  en las p l a n t a s  de 
cebada en desa r ro l lo .  Adembs, en todos 10s casos  anal izados ,  
e l  3 ~ 2 ~  obtenida por  l i o f i l i z a c i d n  junto a l a  grarnina suminis 
-
t r a d a  que no habla  s i d o  absorbida por l a s  p lan tas ,  e r a n  las 
tlnicas sus tanc ias  r a d i a c t i v a s  p resen tes  en esos ex t rac tos .  
E l  hecho que e l  Scido a n t r a n l l i c o  r a d i a c t i v o  a i s l a d o  des 
-
de 10s ex t rac tos  metan6licos de r a l c e s , e s t u v i e r a  s d l o  marcado 
con 3~ per0 no con 14c indicaba que e s t e  producto no provenla 
de una s l n t e s i s  de novo a p a r t i r  de c a t a b o l i t o s  f i n a l e s  de l a  
gramina, s i n 0  que e r a  efect ivamente un in termediar io  en e l  pro 
- 
ceso degradativo que producla l a  rup tu ra  d e l  s is tema aromdtico 
d e l  a l c a l o i d e ,  en p l a n t a s  de cebada en desa r ro l lo .  Es to  e x p l i  
- 
cabs tambi6n l a  presencia  de 'H20 como h i c o  producto radiac-  
t i v o  excretado por las  p lan tas .  
E s  i n t e r e s a n t e  n o t a r  que e l  porcenta je  de incorporaci6n 
en e i  dcido a n t r a n l l i c o  (30) (del orden d e l  1% o menor ) fue 
-
en todos 10s casos i n f e r i o r  a 1  encontrado en e l  3 ~ 2 0  producida 
por evaporacidn desde l a  s u p e r f i c i e  de siembra. 
E l  a n d l i s i s  de 10s r e s u l t a d o s  obtenidos con l a  gramina ais 
- 
l ada  desde l a s  p l a n t a s  avalaron tambign l a s  concluciones a lcan  
- 
zadas con e l  Scido a n t r a n l l i c o  y e l  agua t r i t i a d a ;  a s i ,  e l  a l t o  
porcenta je  de gramina a i s l a d a ,  fundamentalmente desde 10s t a l l o s  
y en l a s  a l l c u o t a s  que s e  cosecharon a l a s  50 y 72 horas ,  indi -  
caron claramente que l a  e tapa  i n i c i a l  en l a  degradacidn de l  a l -  
ca lo ide  e r a  l a  que regulaba e l  proceso ca tabd l i co  t o t a l .  S i  s e  
compara con 10s va lo res  de absorci6n obtenidos en 111.3 (Figura 
34, p6gina 74 1 r e s u l t a  ev idente  que l a s  p l a n t a s  de cebada podfan 
absorber una cant idad  de gramina mucho mayor que l a  que podla 
s e r  .metabolizada en e s e  perlodo. D e  este modo, l a  extremadamen- 
te  ba ja  concentraci6n de in termediar ios  d e l  camino ca tabel ico  d e l  
a l c a l o i d e  p resen te  dentro de l a s  p l a n t a s ,  exp l i caba  10s r e su l t a -  
dos negat ivos encontrados en l a s  exper iencias  d e s c r i p t a s  en las 
Secciones 1 1 1 . 4  y 1 1 1 . 6 .  
Dos aspectos  mds de 10s r e s u l t a d o s  obtenidos en e s t a  expe- 
r i e n c i a  corroboraron e l  e f e c t o  de "cascada" que s e  producla en 
l a  velocidad de degradaci6n d e l  a l c a l o i d e ,  a p a r t i r  d e l  momento 
en que s e  i n i c i a  l a  secuencia ca tab6 l i ca :  
1Q. que l a  r e l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~  en 10s e x t r a c t o s  t o t a l e s  permanece 
prdcticamenta cons tante  y d e l  mismo orden de l a  presente  en l a  
gramina suminis trada;  
2P. que e l  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  encontrado en e l  3 ~ 2 0  ex 
- 
cre tada  por l a s  p l a n t a s ,  a l a s  50 horas  de haber le  suministrado 
e l  a lca lo ide ,  (aproximadamente 10%) fue  pr&ticamente e l  mismo 
que e l  obtenido en e l  14c02 expel ido  por las  p l a n t a s  en el  mismo 
tiempo cuando s e  les suminis trd c~ramina-2-14c. (Figura 38 pbgi- 
na 87) .  
A s i ,  como l a  marcacidn de 14c e s t a b a  l o c a l i z a d a  en e l  C-2 
d e l  a l c a l o i d e ( a n i l 1 0  p i r rd1 ico)mien t ras  l a  de 3~ en e l  C-6 
( a n i l l o  benc8nico).  l a  constancia  en l a  r e l a c i 6 n  3 ~ / 1 4 ~  dentro 
de l a s  p lan tas  a l o  l a rgo  de toda l a  exper i enc ia ,  indicaba que 
l a  ruptura  de ambos s is temas arom6ticos deb la  o c u r r i r  c a s i  si- 
multbneamente, den t ro  de 10s l l m i t e s  de tiempo u t i l i z a d o s .  La s i  -
mil i tud  e n t r e  l a  r a d i a c t i v i d a d  encontrada en e l  3 ~ 2 ~  excretada 
14 (grarni11a-6-~~) y e l  C02 evolucionado (gramina-2-14~) apoya f u e r  -
temente e s t a  conclusi6n. 
111.10. Conclusiones f i n a l e s  . 
De acuerdo con 10s r e su l t ados  obtenidos en l a s  experiencias  
anteriormente d e s c r i p t a s ,  fue pos ib le  proponer un camino degrada- 
t i v o  para l a  gramina (5 )  - e n p l a n t a s  de flotrdeum vulgatre i n t a c t a s  en 
d e s a r r o l l o ,  e l  cua l  s e  presenta  en l a  Figura 50. 
Los fundamentos por 10s cuales  se han del ineado l a s  secuencias 
ca tab6 l i cas  propuestas ,  s e  d i scu t i e ron  pa ra  cada experiencia  p a r t i  
- 
c u l a r  desde cuyos re su l t ados  s e  i n f e r i a n  10s c a t a b o l i t o s  propuestos. 
Sin embargo, e s  necesar io  hacer  algunas observaciones sobre l a s  
secuencias cuya evidencia  experimental  no aseguraba una asignaci6n 
inequlvoca . ' l  " .. .+ '. I a 
A s l ,  e l  r o l  d e l  3- (h idroximet i l l - indol  (17) debe s e r  obje to  
-
de una consideraci6n e s p e c i a l ,  
S i  b ien  o t r o s  au to res  ya habian propuesto a 1 7  como c a t a b o l i t o  
-
de gramina (5) - en t a l l o s  de cebada en oscur idad  ( e s t a s  experiencias  
se  d i scu t i e ron  en e l  Capltulo I ,  pdgina 171, y en las experiencias  
de competencia d e s c r i ~ t a s  en 1 1 1 . 6  (p%gina 100) e l  compuesto 17 
- 
co, 
Figura 5 0 :  Esquema propuesto para e l  catabolismo de gramina (5) 
- 
en Hokdeurn vulga&e;  ( *  l a  conversidn 1 3  --* 17 s6lo 
- -
ocurrirla  en magnitud apreciable a1 u t i l i z a r  sistemas 
def i c i e n t e s  en oxlgeno) . 
habla provocado una variacidn no tab le  de l a  curva de evolucidn 
normal de 14c02 a p a r t i r  de c ~ r a m i n a - o - ' ~ ~  (Figura 42, pdgina 
104 1 ,  l a  transformaci6n de una amina en un a lcohol  no es un 
proceso metabdlico hab i tua l  . 
Magnus y c ~ l a b o r a d o r e s * ~  es tudiaron  e l  catabolismo d e l  
dcido indol-3-acetic0 ( 3 4 )  en t a l l o s  e t i o l a d o s  de Pihum h a f i -  
-
vum ( a r v e j a  comh)  y encontraron una re l ac i6n  metab6lica e n t r e  
-
indol-3-carboxaldehido (13) , dcido indol-3-carboxllico (14) y 
-
3-(hidroximeti1)- indol  ( 1 7 ) ,  (10s cuales  son productos d e l  
- 
catabolismo de 34 ) d i f e r e n t e  a l a  propuesta en l a  Secci6n 
1 1 1 . 6  (Figura 43, pdgina 1 0 7 ) ,  l a  cua l  s e  esquematiza en l a  
Figura 51. 
Una secuencia de este t i p 0  (camino a en l a  Figura 50) 
- 
r e s u l t a b a  m % s  a t r a c t i v a  que l a  i n i c i a lmen te  propuesta para e l  
catabolismo de gramina (5)  (camino b)  en cuanto a 10s catabo 
- - - 
l i t o s  en cues t idn ,  puesto que l a  conversidn d i r e c t a  de 6 en 
- 
13  represen ta  e l  mod0 usual  de degradacidn de una amina a un 
-
compuesto oxigenado en organismos vivos; t a l e s  transformacio 
- 
35 
nes son c a t a l i z a d a s  pore monoarninooxid&-as y/o transaminasas . 
AdemSs, l a  r e l ac idn  propuesta e n t r e  13 y 1 4  f u e  comprobada pa- 
- -
r a  e l  proceso en es tud io  (Secci6n 111.7, pdgina 121). 
La exper iencia  de competencia r e a l i z a d a  con 17 (p6gina 103) 
-
. e s  concordante tambien con este esquema degradativo, ya que en 
ese  caso e l  agregado de 17 produci r fa  un aumento en l a  concen 
- - 
t r ac i6n  enddgena de 13 ( e l  c u a l  es un c a t a b o l i t o  de gramina) 
-
Figura 51: Catabolismo de dcido indol-3-acet ic0 en t a l l o s  e t i o l a  
-
84 dos de Pihum h a t i v u m  en oscur idad  . 
produciendo de e s t e  mod0 l a  d i luc idn  i s o t g p i c a  observada. 
Un a n d l i s i s  mSs de ta l l ado  de l a s  observaciones r ea l i zadas  
por Magnus y colaboradoresg4 y de 10s r e su l t ados  obtenidos por 
~ i ~ e n i s ~ ~ - ~ ~  en l a s  experiencias  anter iormente mencionadas, p e r  
miten obtener  algunas conclusiones acerca  d e l  metabolismo de 
e s t o s  compuestos en cebada. A s l ,  cuando se suminis tr6 dcido i n  
- 
dol-3-ac6tico (34) a t a l l o s  e t i o l a d o s  de p l a n t a s  de arve ja ,  e l  
- 
p r i n c i p a l  product0 end6geno encontrado fue  3-(hidroximeti l l - in-  
do1 (17)  ; s i n  embargo, l a  adminis tracign de indol-3-carboxalde- 
-
hido ( 13) producza f undamentalmente dcido indol-3-carboxllico (14). 
- 
Como e r a  conocido 97,98 que e l  primer paso en l a  degradaci6n d e l  
6cido indol-  3-ac6tico ( 34 ) implicaba l a  descarboxi laci6n oxida- 
-
t i v a  a indol-3-carboxaldehido (131, 10s au to res  tuvieron que con 
- - 
c l u i r  que l a  acumulaci6n de 17 debla ser una consecuencia d e l  
-
sis tema f raccionado que u t i l i z a r o n  en e s a s  exper iencias  . Magnus 
y colaboradores,  consideraron que en e s t o s  s is temas l a  respira-  
c i6n se ha l l aba  r e s t r i n g i d a  debido a que 10s espacios  i n t e r c e l u  
-
lares deberlan e s t a r  ocupados por l a  so luc idn  acuosa (que conte 
-
n l a  a 1  c a t a b o l i t o  en es tud io )  absorbida por 10s t a l l o s .  D e  este 
modo, l a s  c g l u l a s  ~ 6 1 0  dispondrlan de una cant idad  l imitada de 
"oxigeno" ( e s t e  tgrmino i n c l u l a  l a s  en t idades  aceptoras  de h idr6  
- 
geno y 10s sis temas de t r a n s f e r e n c i a  de e l e c t r o n e s )  . En f a s  in- 
cubaciones r e a l i z a d a s  con indol- 3-carboxaldehido (13) ese  "oxl- 
-
geno" podria  consumirse en l a  oxidaci6n a 6cido indol-3-carboxl- 
l i c o  ( 1 4 ) ; s i n  - embargo, como ell'oxlgeno" ya e r a  u t i l i z a d o  para 
l a  oxidaci6n d e l  6cido indol-3-acetic0 (341, e l  compuesto 13 de- 
- -
b e r l a  ser prefemtemente reducido a 1 7  a f i n  de r e t o r n a r  e l  sis 
- - 
tema enzimdtico a s u  forma oxidada y poder a t a c a r  o t r a s  molgcu- 
l a s  de dcido indol-3-acgtico. 
Como s e  ind icd  anteriormente (Capl tulo I,  pdgina 17) Dig2 
n i s  habla  encontrado una acumulacidn s i m i l a r  de 3- (hidroximeti l )  - 
i ndo l  (17) cuando incub6 10s t a l l o s  e t i o l a d o s  de cebada con g r a  
- - 
1 4  
mina-a- C; en e s a s  exper iencias  ~ 6 1 0  e l  10% de l a  rad iac t iv idad  
in ic i a lmen te  l o c a l i z a d a  en l a  cadena l a t e r a l  de la  gramina (5) 
- 
pasaba a 1  C02 expel ido  por 10s t a l l o s  a1 cab0 de 7 d las .  
L o s  r e su l t ados  obtenidos en l a  p resen te  tesis indican que 
e l  catabolismo de gramina ( 5 )  - en p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s  cons -
t i t u y e  un proceso totalmente ox ida t ivo ,  en e l  cua l  l a  cadena l a -  
t e r a l  d e l  a l c a l o i d e  se degrada cuant i ta t ivamente  a C02 (Figuras 
35-38, pdginas 76, 77, 80 y 87 respectivamente) . 
La comparacidn de e s t o s  r e s u l t a d o s  con 10s obtenidos por 
Digenis indican que e l  proceso ca tabd l i co  normal para l a  gramina 
se encuentra  impedido en t a l l o s  e t i o l a d o s  de cebada en oscuridad. 
A s Z ,  es probable que l a s  observaciones r e a l i z a d a s  por ~ a ~ n u s ~ ~  p g 
dan a p l i c a r s e  a l a s  condiciones experimentales u t i l i z a d a s  por D i -  
genis ,  ya que t a n t o  l a  b a j a  produccidn de C02 r a d i a c t i v o  como l a  
anormal acunulacidn de - 17 parecen i n d i c a r  una d isponib i l idad  li 
-
mitada de"oxfgenoW. Por o t r a  p a r t e  e l  propio Digenis ya habLa su  
-
gerido46 que sus  r e su l t ados  podrLan no r e p r e s e n t a r  e l  metabolis- 
mo normal de e s t a s  sus tanc ias  en p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s .  Es to  
pone de manif ies to  l a  inconveniencia de r e a l i z a r  e s t u d i o s  de me- 
t a b o l i s m ~  en s is temas altamente per turbados,  ya que 10s r e su l t a -  
dos obtenidos pueden r e f l e j a r ,  como en ese caso,  las condiciones 
andmalas u t i l i z a d a s  . 
Las monoaminooxidasas (MA01 son enzimas que se encuentran 
s6lamente en algunas e spec ies ,  fundamentalmente en e l  r e ino  ani- 
mal; de hecho, e l l a s  no fueron de tec tadas  en l a s  p lan tas  de ceba 
- 
da u t i l i z a d a s  durante  l a  presente  tesisg9. E s t a s  enzimas c a t a l i  
- 
zan l a  transformacidn i r r e v e r s i b l e  de amina a a l d e h i d ~ ~ ~ .  En cam 
- 
b io ,  l a s  transaminasas s e  encuentran ampliamente d i s t r i b u i d a s  en 
35 10s organismos vivos y c a t a l i z a n  dicho intercambio reversiblemente . 
Asf, l a  ausencia  de monoaminooxidasas junto  a l a  evidencia 
obtenida para l a  r e v e r s i b i l i d a d  d e l  camino gramina (5) - Z= 
indol-3-carboxaldehido (13) - ( ~ e c c i 6 n  111.7) es tdn  de acuerdo 
con l a  in tervencidn  de una enzima transaminasa. E s t e  hecho, 
junto con l o  d i scu t ido  mbs a r r i b a  con re lac idn  a l a  exis ten-  
c i a  de 3- (h idroximet i l )  -indo1 (17) como verdadero c a t a b o l i t o  
-
de gramina, son cons i s t en tes  con que l a  secuencia indicada 
por  l a  l e t r a  - a en e l  esquema de l a  Figura 50, cons t i tuya  e l  
camino degradat ivo normal para la  cadena l a t e r a l  de l a  grami 
- 
na en p l a n t a s  de cebada i n t a c t a s  en desa r ro l lo .  No obs tante ,  
10s r e su l t ados  experimentales obtenidos no.permiten desca r t a r  
en forma absolu ta  l a  secuencia indicada  por l a  l e t r a  b en l a  
- 
Figura 5 0 ,  ya que para e s t o  deberfa  a i s l a r s e  l a  transaminasa 
que c a t a l i z a  l a  interconversidn 6 13. 
- -
Otro aspect0 de consideracidn en l a  discusidn d e l  esquema 
metab6lico propuesto e s  l a  in tervencidn  d e l  dcido a n t r a n l l i c o  
y d e l  t r i p t o  fano 
S i  b ien  10s r e su l t ados  obtenidos en  10s ensayos de compe- 
t e n c i a  desc r ip tos  en l a  secci6n 111.6 no permitieron obtener  
conclusiones c e r t e r a s  (Figura 46 ;  d i scus i6n  en  pdgina 1111, 10s 
r e su l t ados  obtenidos en las exper iencias  en  que s e  suminis tr6 
gramina-6-3~ sugerian que e l  a l c a l o i d e  se degradaba directamente 
a - 30, ya que s i  e l  t r i p t o f a n o  fuese  un in termediar io  en e s e  pro  
- 
ceso deber la  e spe ra r se  una d i s t r i b u c i 6 n  d i f e r e n t e  de l a  radiac- 
t i v i d a d  considerando que 11 e s  tambien precursor  b i o s i n t g t i c o  de 
-
o t r o s  compuestos indd l i cos  en vegetaleslOO; adembs, l a  incorpora -
ci6n de rad iac t iv idad  en l a  f r acc idn  p r o t e i c a  deber l a  s e r  tambign 
mds importante. Del mismo modo, l a  rapidez con que se producfa 
l a  e l iminacidn de 3 ~ 2 0  y e l  a l t o  porcenta je  de r a d i a c t i v i d a d  pre- 
s e n t e  en e s a  sus tanc ia ,  suger lan  l a  e x i s t e n c i a  de un camino unl- 
voco para  l a  degradaci6n t o t a l  d e l  a l c a l o i d e ,  e l  c u a l  no s e r l a  
compatible con l a  presencia  de t r i p t o f a n o  (11) - como des t ino  f i n a l  
d e l  a n i l l o  ind6 l i co  de l a  gramina (2 ) .  
Los resu l t ados  ambiguos obtenidos en l a  exper iencia  de com- 
pe tencia  con dcido N-formilantranfl ico (321, - podrlan exp l i ca r se  
teniendo en cuenta que l a  degradacidn d e l  a n i l l o  p i r r d l i c o  ocu- 
r r e  c a s i  simultdneamente con l a  de l a  cadena l a t e r a l  d e l  a l ca lo i -  
de,  y que por l o  t a n t o ,  e l  tiempo de espera  e n t r e  l a  administra- 
14 
ci6n de gramina-2- C y e l  compuesto ensayado (32) - en l a  experien -
c i a  d e s c r i p t a  en 1 1 1 . 6  h a b r l a  s i d o  excesivo. S i  se t i e n e  en cuen- 
t a  adem6s que l a  concentraci6n de in termediar ios  d e l  camino cata-  
bd l i co  de l a  gramina es muy b a j a  en todo momento, y que l a  pen- 
1 4  d i e n t e  de l a  curva de evoluci6n de C02 a p a r t i r  de gramina-2- 
14c (Figura 38) no e s  t a n  pronunciada como l a  de gramina-u-14~ 
(Figura 351, de mod0 que pequeiias var iac iones  pueden no s e r  de tec  
- 
tadas  dent ro  d e l  e r r o r  experimental ,  no es extraiio que en esas  
condiciones e l  agregado de 32 no haya producido un e f e c t o  obser  
- - 
vable (Figura 46,"b", pbgina 112) .  La pequefia f r acc i6n  de radiac- 
t i v i d a d  h a l l a d a  en e l  dcido N-formilantranl l ico e x t r a i d o  desde 
I 
l a s  p lan tas  a 1  f i n a l i z a r  l a  exper iencia  cons t i tuye ,  no obs t a n t e ,  
una evidencia  c i e r t a  en  favor  d e l  camino metabblico propuesto. 
E l  r e s u l t a d o  obtenido en l a  exper iencia  de competencia con 
formiato (Figura 4 6 ,  "c")  estarla de acuerdo con e s t a  h ipd tes i s ;  
e l  mismo i n d i c a r l a  que en ese  momento l a  mayor p a r t e  de l a  ra- 
d iac t iv idad  p resen te  dent ro  de las p l a n t a s  despugs de 87 horas  
de haber les  suminis trado gramina-2-14~ e s t a r l a  formando pa r t e  
d e l  r e se rvor io  de C- 1, e l  cual  s e r l a  subsecuentemente eliminado 
como didxido de carbon0 y/o rernetabolizado a aminobcidos, azfica -
res y o t r o s  productos,  segGn l a s  r u t a s  metabblicas conocidas pa -
r a  e s e  product0 en p lan tas  de cebada 88f  *'. ~ s t o  j u s t i f i c a r i a  
ademds, l a  d i f e r e n c i a  observada e n t r e  l a  degradacign de C-2 y 
C-u ( 6 2 %  y 9 0 %  respectivamente a 14c02 a 1  cab0 de 7 d l a s  de su- 
m i n i s t r a r  e l  t r azador )  . . . . _ _  
\ .  
La secuencia  ca tabb l i ca  propuesta en l a  Figura 44  (pdgina 
108) podrfa r e p r e s e n t a r  un camino degradat ivo minor i t a r io  y pro  -
bablemente a l t e r n a t i v o ,  segdn se podr la  deducir  desde 10s r e s u l  -
tados de incorporacidn en e l  t r i p t o f a n o  (11) - unido a p ro te inas  
obtenido en l a  exper iencia  en que se suminis trd c~ramina-2-14c 
(Seccibn 1 1 1 . 4  1 . 
D e l  a n d l i s i s  f i n a l  de 10s r e su l t ados  obtenidos,  se pueden 
obtener  dos evidencias  mSs acerca de l a  b a j a  concentracidn de 
in termediar ios  en e l  camino ca tabd l i co  de l a  gramina en ffaadeum 
1 4  vu lgahe .  A s l ,  s i  s e  comparan l a s  curvas de evolucidn de C02 
obtenidas cuando se suminis trd a las p l a n t a s  g r a m i n a - a - 1 4 ~ ( ~ i g u r a  
35) o gramina-2-14~ (Figura 381, con l a s  obtenidas  en 10s casos 
en que se suminis trd ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ o dcido indol- 
3 - c a r b o x l l i c 0 - 2 - ~ ~ ~  (Figura 48, I y 11, respectivamente) ,results 
evidente  que l a  degradacidn d e l  a n i l l o  p i r r d l i c o  en 10s compuestos 
13 y 1 4  e s  a h  mds r5pida que l a  de l a  cadena l a t e r a l  de l a  gra- 
- -
mina ( 5 )  - . Puesto que indol-3-carboxaldehido (13) - y dcido indol- 
3-carboxflico - 1 4 son a s u  vez c a t a b o l i t o s  de gramina en p lan tas  
de cebada en d e s a r r o l l o ,  e s t o  ind ica  que l a  e t a p a  determinante 
de l a  velocidad de degradacidn t o t a l  se r4a  a n t e r i o r  a l a  formaci6n 
de - 13 y que una vez que se producen 10s c a t a b o l i t o s  que presentan 
funciones oxigenadas en  e l  C-a l a  degradaci6n se hace extremadamen -
t e  rbpida.  Es to  j u s t i f i c a r l a  tambign 10s r e s u l t a d o s  negativos en- 
contrados por  Breccia  y ~ a r i o n ~ ~  para  l a  incorporacidn de - 1 3 en - 5.
Por o t r a  p a r t e ,  s i  se a n a l i z a  e l  contenido de gramina r a d i a c  
- 
t i v a  absorbida por l a s  p l a n t a s  en l a s  exper i enc ias  en que s e  sumi 
- 
3 
n i s t r d  gramina- (6- H, 2-14c) (seccibn 111.9.) , y se cornpara con 
l a s  curvas de l a  Figura 39 (pbgina 89) , e s  evidente  que l a  c a n t i  
- 
dad de r a d i a c t i v i d a d  presente  dentro de l a s  p l a n t a s  no se debid 
a l a  acumulacidn de in te rmedia r ios ,  como se habla  supuesto i n i c i a l  
- 
mente, s i n 0  a l a  gramica que habfa s i d o  absorbida por l a s  p l a n t a s  
y que no s e  habla  metabolizado. La Figura 52  muestra grdficamente 
e s  t a  aseveraci6n; l a  d i  f e r e n c i a  e n t r e  l a s  dos curvas presen tadas  
en e s t a  Figura,  i n d i c a r l a  l a  cant idad r e a l  de in termediar ios  y/o 
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Figura 52: Radiactividad total dentro de las plantas (A) 
a partir de la administracidn de gramina-o-14~ 
a plantas de cebada de I1 dlas (de Figura 39.1) 
comparada con la radiactividad en gramina ex- 
tralda desde las plantas (@) a partir de la ad - 
ministraci6n de gramina- (6-3, 2-14c) a plantas 
de cebada de 11 dlas. 
proZiuctos f i n a l e s  d e l  catabolismo de gramina p resen tes  dentro 
d e l  vegetal .  Como s e  puede observar  en l a  Figura 52, dicha con -
centracidn es siempre pequefia, sugi r iendo que e l  paso determi- 
nante de l a  velocidad de degradaci6n s e r f a  l a  e tapa  de desmeti -
lacidn.  
Como se i nd icd  mbs a r r i b a ,  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  cant idad 
de gramina absorbida y l a  r ad iac t iv idad  p resen te  dentro de las  
p lan tas  despugs de l a s  50-60 horas  de haber l e s  suministrado 
gramina-2-14c (Figura 39-11) , i n d i c a r l a  l a  pos ib le  acmulac idn  
de formiato y/o productos d e l  metabolismo de e s t e  compuesto, 
formados con pos te r io r idad  a l a  degradaci6n t o t a l  de l a  gramina 
C A P 1  TULO 1 V 
AnaLiaid  E~pecthob copico 
La d i spon ib i l idad  de compuestos ind6 l i cos  relacionados 
es t ruc tura lmente  que se obtuvieron durante e l  presente  t raba-  
jo  de t e s i s  y l a  marcaci6n e s t e r e o e s p e c l f i c a  que presentaban 
algunos de e l l o s ,  permi t i6  r e a l i z a r  un e s t u d i o  mds de ta l l ado  
de l a s  asignaciones de 10s desplazamientos qulmicos de e s t o s  
compuestos en 10s e s p e c t r o s  de resonancia magngtica nuclear  
1 de H y de 13c. (En l a  Figura 53 se resumen las e s t r u c t u r a s  
de 10s compuestos es tudiados)  . 
IV. 1. Espectros de R M N - ~ ~ C .  
Las asignaciones de 10s desplazamientos de R M N - ~ ~ C  de 
indo les  y a lca lo ides  ind6 l i cos  relacionados es tdn  generalmen -
10 1 t e  r e f e r i d o s  a 1  t r a b a j o  r e a l i z a d o  por Parker  y Roberts - , 
quienes asignaron 10s 6 de 1 3 ~  d e l  indo l  y 10s s i e t e  xnonome - 
t i l i n d o l e s  derivados. Atin en l i b r o s  de t e x t o s  sobre RMN-13c 
102 
se mantiene e s t a  asignaci6n para  e l  indo l  y sus  derivados . 
La necesidad de t e n e r  una asignaci6n inequlvoca de 10s 
carbonos de 10s compuestos que s e  iban a u t i l i z a r  en 10s es- 
tud ios  ca tab6l icos  " i n  vivo" u t i l i z a n d o  p r e c u s o r e s  marcados 
con 13c, l l e v 6  a e s t u d i a r  con m a s  d e t a l l e  estos t raba jos .  
Parker y ~ o b e r t s l ~ ~ a s i ~ n a r o n  10s desplazamientos de 10s 
carbonos 5,  6 y 7 d e l  i n d o l  en base a pardmetros de a d i t i v i -  
dad que e l l o s  mismos dedujeron u t i l i z a n d o  10s datos  de despla  -
zamientos para 10s siete monometilindoles, cansiderando e l  
s u s t a n c i a l  e f e c t o  a producido por e l  grupo met i lo  sobre e l  
C o m p u e s  t o  
CH2N.(CH3) 
CH2NH2 
CH2NHCH3 
CHO 
COOH 
Figura  53: C o m p u e s t o s  ind6licos estudiados en este C a p f t u l o .  
carbono ipso .  S in  embargo, con 10s va lo res  de desplazamiento 
asignados no era posib le  j u s t i f i c a r  l a  d i f e r e n c i a  de e fec tos  
a que se producla en 10s carbonos 5 y 6 d e l  indol .  
E s t a  aparente  anomalla ya habla  s i d o  notada por  Gribble y 
c o l a b o r a d ~ r e s ' ~ ~ ,  quienes observaron en  un espect ro  de RMN-13c 
de un a l c a l o i d e  indd l i co  a1 que hablan marcado con deuter io  en 
l a  pos ic idn  correspondiente a 1  C-5 d e l  indo l ,  que l a  sefial que 
desaparec la  era l a  que habla  s i d o  asignada previamente a1  C-6 
d e l  i n d o l .  Es tos  autores  s u g i r i e r o n  l a  pos ib i l idad  de que las 
as ignaciones  de 10s carbonos 5 y 6 d e l  indol  se encontrasen re 
v e r t i d a s .  S in  embargo, e n  l a s  publ icac iones  pos te r io res  sobre  
desplazamientos gulmicos de R M N - ~ ~ C  de a lca lo ides  inddl icos 10 4 ,  
-325;- lo5 y h a s t a  ai3n d e l  t r i p t o f a n o  , l a s  asignaciones de esos car -
bonos no fueron modificadas . 
2 Dado que se disponza de i n d 0 1 - 6 - ~ ~  y gramina-6- A ,  s e  r e a  -
l i z a r o n  10s espec t ros  de RMN-I3c de e s t o s  compuestos (Figuras 
18 y 2 2 ,  pdginas 50 y 55 ) .  Como es sabido,  e l  reemplazo por 
un 2~ de un 'H unido a un carbon0 produce un aurnento en e l  t i e m  -
po de r e l a j a c i d n  spin-red (TI) d e l  carbono deuterado, a l a  vez 
que aumenta l a  complejidad de l a  seiial  debido a1  acoplamiento 
con e l  deu te r io ;  l a  in tens idad  de l a  sefial disminuye ademds, 
debido a l a  desaparicidn d e l  e f e c t o  nuc lea r  de Overhauser. Cuan -
. do se t r a b a j a  con 10s tiempos de r e p e t i c i 6 n  normales (0,4-0,8 
segundos),  e l  r e su l t ado  ne t0  que s e  observa en el espec t ro  de 
R M N - ~ ~ C  es l a  desaparicidn de l a  sefial d e l  carbono deuterado. 
En e l  caso es tudiado se observd l a  desaparici6n de las 
sefiales a 6 121,7 ppm (pa ra  e l  indol )  y 6 121,s ppm (para l a  
gramina), mientras  que permanecfan l a s  que habfan s ido  pre- 
viamente asignadas a1 C-6 de e s t o s  compuestos ( 6  119,5 y 1 1 9 , l  
ppm, respectivarnente).  D e  este modo, se pudieron asignar  ine- 
qulvocamente 10s carbonos 5 y 6 de 10s espec t ros  de RMN-I3c 
de indo l  y gramina. . . 
Con respecto  a 1  t r a b a j o  o r i g i n a l  de ~ o b e r t s ' ~ ,  l a  asigna- 
c i6n c o r r e c t a  de 10s carbonos 5 y 6 permi t i6  a j u s t a r  10s pard- 
metros de a d i t i v i d a d  por  l a  presencia  d e l  grupo meti lo ,  de 
mod0 que 6s tos  quedaron e n t r e  extremos mSs es t rechos  (+10,5 
ppm para e l  C-2 y +8,2 ppm para  e l  C-6) . Adembs, 10s valores  
corregidos concuerdan mucho mejor con 10s esperados comparando 
e l  mismo e f e c t o  para  e l  benceno monosusti tuido (e fec to  a d e l  
metilo:  +8,9 ppm)lo6, que r e s u l t a n  de +8,5 y +8,2 pprn para 10s 
carbonos 5 y 6 d e l  i n d o l ,  respectivamente.  En l a  Tabla 1 4  s e  
pueden a p r e c i a r  esquemdticamente e s t a s  observaciones. 
Durante e l  p resen te  t r a b a j o  de tesis se r ea l i za ron  y a s i e  
naron ademds 10s espec t ros  de R M N - ~ ~ C  de o t r o s  nueve compues- 
t o s  ind6l icos  relacionados con 10s a n t e r i o r e s  , 10s cuales  , con 
sus desplazamientos qulmicos,  s e  indican  en las Tablas 15 y 
16. E l  a n d l i s i s  de e s t o s  e spec t ros  permite observar que 10s 6 
para 10s carbonos 5 y 6 permanecen pr6cticamente constantes  
para l a  s e r i e  de compuestos 5,  6 ,  7, 17, 18 y 21 (Tabla 15). 
- - - - -  -
Estos pudieron entonces a s ignarse  s i n  d i f i c u l t a d  por cornpara- 
Tabla 14: Efecto  d e l  grupo met i lo  sobre  e l  carbon0 ips0  de l  
indo l  ( e f e c t o  a). 
10 1 
a: da tos  ca lculados  por Roberts . 
b: da tos  obtenidos en e s t a  tesis. 
ci6n con e l  i n d o l  y l a  gramina. Las asignaciones de l a s  demds 
resonancias s e  basaron en corre lac iones  de desplazamientos 
qulmicos, l a  comparaciBn con da tos  conocidos de derivados d e l  
indol  log y e l  a n d l i s i s  de l a  in tens idad  de las  seiiales en es- 
pect ros  con desacople de protdn fue ra  de resonancia.  
La d i f e r e n c i a  observada en 10s desplazamientos qulmicos 
de 10s carbonos 5 y 6 de 10s compuestos 20 y 25 respecto de 
- -
18 y 5,  avalan l a s  asignaciones de e s t o s  carbonos, ya que l a  
- - 
presencia  d e l  bromo en l a  posicidn 6 produce desplazamientos 
en l a s  resonancias  de 10s carbonos d e l  a n i l l o  benc6nico muy 
106 s irni lares  a 10s observados en e l  bromobenceno (35) . (Ta- 
-
b l a  1 7 ) .  
Los o t r o s  compuestos que d i f i e r e n  en l a s  resonancias de 
Tabla 15: Espectros de FWN-13c de 10s compuestos - 5, - 6 ,  1, E, E, 
20, 3 y 25, (C13CD-TMS) . Desplazamientos qu6nicos expre -
- -
sados en 6 .  
Camp. C-2 C-3 C- 4 C- 5 C-6 C- 7 C- 8 C-9 Ot ros 
Tabla 1 6 : - ~ s p i c t r o s  de ~ l 4 N - l ~ ~  de 10s cogpuestos - -  13, 1 4  y - 29 (C13CD: 
CD30D 2: 1 - TMS) . Desplazamientos qulmicos expresados en 6 .  
C~mp. C-2 C- 3 C- 4 C-5 C- 6 C- 7 C- 8 C-9 Otros 
13 138,5 119.3 121,7 123,l 124,4 112,5 124,9 138.0 186,5 (CHO) 
-
14 133,2 120,2 121,9 122.2 123,4 112,7 127,4 138,O 169,O (COOH) 
-
(a ) :  en C13CD. 
Tabla 17: Efec to  de s u s t i t u y e n t e  d e l  bromo en 6-bromoindol 
(20) - , 6-bromogramina (25) - y bromobenceno (35) 
( a ) :  6 (201 - 6 (18) i 
-
(b) : 6 (25) - 6 (5) (c) : 6 (35) - 6 
-
(benceno) . 
10s carbonos 5 y 6 respecto  d e l  indo l ,  son 10s indicados en l a  
Tabla 1 6  (compuestos - 13, - 1 4 y - 29) .  Es tos  compuestos muestran 
2 
como p a r t i c u l a r i d a d  l a  presencia  de un 6tomo de carbon0 s p  co  -
mo s u s t i t u y e n t e  en l a  posicidn 3  d e l  a n i l l o  ind6l ico .  E s t a  pe- 
c u l i a r i d a d  parece t e n e r  una i n f l u e n c i a  dec i s iva  sobre las r e s o  -
nancias de 13c de 10s nficleos d e l  a n i l l o  d i s t a n t e ,  ya que 10s 
t r e s  compuestos presentan e l  mismo modelo de desplazamiento 
para 10s carbonos 4 ,  5, 6 y 7, 10s cua les  resuenan a campos 
mbs ba jos  que 10s compuestos andlogos - 7 y - 17 con h ib r id izac idn  
sp3 en e l  s u s t i t u y e n t e  de C - 3 ,  (Tabla 15)  . 
E l  e s t u d i o  d e l  e spec t ro  de RMN-13c d e l  indol-3-carbo 
xaldehido (131, - r e s u l t 6  de mucha u t i l i d a d  para  l a  asigna- 
ci6n c o r r e c t a  de l a s  resonancias  de e s t o s  compuestos. 
Dado que e l  e spec t ro  de R M N - ~ A  de - 1 3 presen ta  la  reso -
nancia d e l  H-4 bien  de f in ida  a 8,24 ppm y separada de las 
demds ~ e f i a l e s ~ ~ ~ ,  se pudo obtener  e l  espec t ro  de RMN-13c 
d e l  indol-3-carboxaldehido con desacople selective de l  H-4 
y de este mod0 cor re lac ionar  l a  l l n e a  e s p e c t r a l  perfectamen -
te def i n i d a  en e l  e s p e c t r o  de RMN-$, con l a  correspondien- 
t e  a 1  carbon0 unido a ese hidrBgeno ( C - 4 ) .  E l  espect ro  o b t e  -
nido en este experimento, presentaba como s i n g u l e t e  l a  se- 
fial a 6 121,7 ppm l a  c u a l  fue asignada entonces a l  C-4 d e l  
aldehido. Como e s t e  r e su l t ado  no co inc id ia  con 10s va lo res  
informados en l i t e r a t u r a l o l ,  se decid i6  e s t u d i a r  con mayor 
profundidad e l  e s p e c t r o  de RMN-13c d e l  compuesto - 13, para 
2 l o  cual  se s i n t e t i z 6  indol-3-carboxaldehido-6- H. (Capltulo 
11, pdgina 53) . 
2 E l  espec t ro  de RMN-13c d e l  indol- 3-carboxaldehido-6- H 
(Figura 26, psgina 59)  , permit i6  a s ignar  la  resonancia d e l  
C-6 a 6 124,4 ppm, puesto que e s t a  sefial e r a  l a  que desapa- 
r e c f a  en e l  espec t ro  cornparado con el  obtenido para - 13, mien - 
t r a s  que l a  sefial a 6 1 2 3 , l  ppm, que permanecla en e l  compues 
- 
t o  deuterado, fue  asignada a 1  C-5. 
La comparacidn de e s t o s  resul tados  con 10s datos de li- 
t e r a t u r a  10 1 indicaron que , en este caso,  10s carbonos 4 y 6 
estaban asignados en forma i n v e r t i d a ,  mient ras  que l a  asig-  
naci6n para  e l  C-5 e r a  co r rec ta .  En base a 10s resul tados  
obtenidos con indol-3-carboxaldehido (13) , fueron asignados 
10s espec t ros  de RMN-13c de 10s compuestds - 1 4 y - 29. D e  e s t e  
mode, e l  e s t u d i o  exhaustive de 10s e s p e c t r o s  de R M N - ~ ~ C  de 
10s compuestos con que s e  t r a b a j b  en l a  p resen te  tesis, p e r  -
m i t i 6  r eas ignar  l a s  resonancias  que es t aban  equivocadas en 
indo l  (18) - , gramina (5) - e indol-3-carboxaldehido (13). E l  
case d e l  indo l  e s  par t icularmente importante  no s61o por e l  
compuesto "per  sew s i n 0  ademds, porque s u  espec t ro  de RMN- 
13c cons t i tuye  l a  base para l a  asignacibn de 10s numerosos 
e importantes  productos n a t u r a l e s  y/o s i n t g t i c o s  que a s l ,  
a r r a s t r a b a n  e l  e r r o r  o r i g i n a l .  
IV.2. Espectros  de W-IH. 
L a  d i spon ib i l idad  de compuestos i n d d l i c o s  s u s t i t u i d o s  
en l a  pos ic i6n  6 con bromo o d e u t e r i o ,  pe rmi t i6  e s t u d i a r  10s 
espec t ros  de R M N - ~ H  de e s t o s  compuestos y a p l i c a r  l a s  conclu -
s iones  obtenidas sobre sus resonanc ias  a 10s compuestos an6- 
logos no s u s t i t u i d o s  en C-6. 
Los hidrdgenos d e l  a n i l l o  bencgnico d e l  indol  cons t i tu-  
yen " a  grosso modo" un sis tema de c u a t r o  s p i n s  a1 cual  no se 
puede a p l i c a r  un t ra tamiento  de primer orden, t rabajando en 
equipos de ba jo  campo magngtico. En e l  caso  d e l  espectrbmetro 
Varian XL-100, que fue e l  u t i l i z a d o  en l a  presente  tesis, las 
resonancias  de 10s hidr6genos 5 y 6 se encuentran en una zo -
na de desplazamientos qulmicos de aproximadamente 30 Hz, en 
donde resuena ademds e l  H-2 (este Gltimo no e s t d  acoplado a 
10s o t r o s  dos) , de mod0 que es extremadamente d i f l c i l ,  s i  
no imposible,  a s ignar  las  resonancias de 10s hidrbgenos co- 
r respondientes  s i n  l a  ayuda d e l  cd lculo  matemdtico y de l  
metodo i t e r a t i v o .  
Black y Hefferman lo* es tudiaron  e l  espec t ro  de RMN-'H 
d e l  i n d o l  (18) a 100 MHz u t i l i zando  como solvente  acetona, 
-
y obtuvieron 10s p a r h e t r o s  e s p e c t r a l e s  u t i l i z a n d o  t6cnicas  
de doble resonancia y haciendo el  a n d l i s i s  i t e r a t i v o .  Sin 
embargo, 10s desplazarnien t o s  informados en acetona d i f i e r e n  
mucho de 10s observados en o t r o s  so lventes ,  ya que, como e s  
c o n o c i d ~ ~ ~ ~ ,  e l  indol  forma complejos de  asociaci6n consigo 
mismo y con e l  so lvente ,  10s cuales  dependen no ~ 6 1 0  d e l  
so lven te  s i n 0  tambi6n de l a  concentraci6n. Los mismos auto  
- 
res encontraron que en e l  espec t ro  d e l  i n d o l  en t e t r a c l o r u  
- 
r o  de carbon0 10s hidr6genos aromdticos se solapan, impidien 
- 
do su  a n d l i s i s .  
La  s u s t i t u c i 6 n  d e l  hidr6geno en posici6n -6 por  deu te r io  
produce una s impl i f i cac idn  notable  en e l  espect ro ,  ya que 
como e l  acoplarniento ' H - ~ H  es muy pequefio (aproximadamente 
1 H z )  ~ 6 1 0  produce un ensanchamiento de l a s  s e s a l e s  en e l  
e s p e c t r o  prot6nico pcidiendo cons iderarsea ls i s tema como de 
t r e s  s p i n s  en una primera aproximacibn. Una s impl i f icac i6n  
s i m i l a r  se observa en 10s 6-bromo derivados.  Para l a  asig-  
nacidn de 10s espect ros  de RMN-'H de e s t o s  compuestos se 
1 1 
tomaron en cuenta l a s  cons tan tes  de acoplamiento R- H in- 
formadas por  lack^'^, ya que s i  bien e l  desplazamiento 
qufmico v a r l a  considerablemente con e l  so lvente ,  es razo- 
nable  pensar que l a s  cons tan tes  de acoplamiento no deberlan 
rnodificarse apreciablemente. Los pardmetros obtenidos para 
todos 10s compuestos es tudiados  se encuentran resumidos en 
l a  Tabla 18. 
D e  e s t e  modo, s e  ana l i za ron  10s espec t ros  de 6-bromoin - 
do1 (20) - (Figura 54) e i n d o 1 - 6 - ~ ~  (Figura 1 7 ) .  En ambos se 
dis t inguen l a s  resonancias  de H-3 ( a  campos mds a l t o s )  , H-4 
(d ,  J = 8 Hz) e H-7; este dl t imo en e s t o s  compuestos colapsa  
a s ingu le te .  En e l  caso d e l  6-bromoindol, debido a1 e f e c t o  
d e l  bromo, e l  H-7 aparece a campos mbs ba jos  y s e  superpone 
en p a r t e  con l a  rama de campos m 5 s  bajos  d e l  doble te  d e l  
H - 4 .  Como s e  ind ic6  mbs a r r i b a ,  e l  acoplamiento con e l  deu- 
t e r i o  provoca un ensanchamiento de l a s  l l n e a s  de resonancia  
de 10s hidrdgenos 4 ,  5 y 7 en e l  e spec t ro  d e l  i n d 0 1 - 6 - ~ ~ .  
D e  10s datos  de l i t e r a t u r a  para  10s J 2 , l  '2,3 (2,5 Y 
3 , l  Hz respectivamente) y l a  posici6n r e l a t i v a  de 10s hidr6- 
genos 5 y 2 en e l  indo l ,  se asign6 e l  H-5 en e l  i n d 0 1 - 6 - ~ ~  
a 6 7.11 ppm ( d l  J 5I4 = 8 Hz) y el  H-2 a 6 7,19 ppm, e l  
c u a l  aparece c a s i  como un t r i p l e t e  dada l a  seme janza de 10s 
J - l a  rama a campos mds a l t o s  de l a  resonancia 2 . 1  J2,3 
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Figura 54: Espectro de RMN-'H de 6-bromoindol. 
de e s t e  hidr6geno e s tS  solapada con l a  de campos mSs bajos 
para e l  H-5. 
En e l  espectro de l  6-bromoindol e l  H-5 aparece a campos 
m6s bajos y en e s t e  caso se  puede observar el acoplamiento 
'met'a cbn e l  H-7 (J .= 2 Hz), por l o  'cual e-1 R-5 aparece con0 
un doble doblete (J = 8 H z ) .  E l  efec to  d e l  bromo sobre l a  
5,4 
resonancia de l  H - 5  e s  menor de l  esperado ( y  que se  observa 
para e l  H-7)  , apareciendo e s t e  hidr6geno a 6 7,21 ppm. E l  H-2, 
a 6 7 , 1 7  ppm, aparece o t r a  vez como un t r i p l e t e  (J = 3 Hz) 
solapado con las resonancias de campos m6s a l t o s  de l  H-5. 
Figura 55: Espect ro  de RMN-'H de 6-bromograrnina, (campos b a j o s ) .  
De e s t e  modo, se pudieron as ignar  todas  l a s  resonancias 
2 de 10s espec t ros  de RMN-'A d e l  indol-6- H y 6-bromoindol. Con- 
2 2 
siderando ademds que en e l  espect ro  de RMN- H d e l  indol-6- H 
pudo as ignarse  l a  resonancia d e l  *H-6 a 7,17 ppm, con e s t o s  
datos  s e  pudo a s i g n a r  completamente e l  e s p e c t r o  de RMN-'R d e l  
indo l  en cloroformo deuterado. 
Para e l  a n d l i s i s  de 10s espec t ros  de RMN-'H de gramina-6- 
2~ y 6-broinogramina (Figuras  2 1  y 55, respect ivamente) ,  s e  si- 
gui6 e l  mismo procedimiento que e l  d i s c u t i d o  mSs a r r i b a  para 
10s correspondientes  indoles ,  Sin embargo, l a  u t i l i z a c i 6 n  de 
e s t o s  va lo res  no permi t i6  a s ignar  completamente l a s  reso- 
nancias  de 10s hidr6genos de l a  gramina, ya que algunas de 
e l l a s  s e  encontraban totalmente solapadas.  A s l ,  s e  pudo 
i d e n t i f i c a r  l a  resonancia  d e l  H - 4  a 6 7,69 ppm ya que es 
e l  hidr6geno que resuena a campos m 6 s  ba jos  (doblete  ancho, 
J 4 t 5  = 8 Hz). L a  resonancia d e l  H-6 se determind por e l  es -
pec t ro  de I ( M N - ~ H  de l a  grarnina-6-2~ a 6 7,15 ppm, en una 
zona totalmente solapada donde ademds resuenan 10s o t r o s  
hidr6genos aromdticos. E l  H-2 se asignd a 6 7,04 ppm como 
una banda ancha, por analogla  con l a  resonancia d e l  H-2 de 
la ,  c ~ r a r n i n a - 6 - ~ ~  y 6-bromogramina. E l  r e s t o  de 10s hidrdge- 
nos aromdticos no pudieron as ignarse .  
I Se ana l i zQ tambidn e l  espec t ro  de RMN- H de indol-3- 
carboxaldehido-6-2~ en acetona deuterada (Figura 25); en 
e s t e  so lvente  l a s  resonancias  de 10s hidr6genos aromsticos 
se separaron suficientemente de mod0 que pudieron as ignarse  
todas  l a s  seiiales.  A 1  no e s t a r  e l  H-6 s e  pudo i d e n t i f i c a r  
l a  sefial d e l  H-5, cuya resonancia en e l  e spec t ro  de RMN-'H 
aparece a 6 7,23 ppm (dd, J 
514 = 6 Hz; J 5 t7  
= 2 Hz). La 
resonancia  d e l  H-2 se asign6 a l a  sefial a 6 8,18 ppm en 
base a 1  espec t ro  d e l  indol-3-carboxaldehid0-2-~~~ obtenido 
a p a r t i r  de indol-2-13c (60%-13c) por un procedimiento an5 
- 
logo a 1  d e s c r i p t o  en l a  pdgina 33, (JI3 = 180 Hz). La C- H 
sefial d e l  H-6 en e l  espec t ro  d e l  indol-3-cafbxaldehido 
en acetona-d6 se asign6 seg€in e l  e s p e c t r o  de ~ M N - ~ H  d e l  
compuesto 6-deuterado a 6 7,29 ppm (Figura 24) .  
E l  espec t ro  de RMN-'H d e l  dcido indol- 3-carboxilico 
( 1 4 )  - se asign6 compardndolo con e l  d e l  indol-3-carboxal- 
dehido (13) .  E l  aspect0 genera l  de e s t o s  dos espectros  es 
- 
muy s i m i l a r ,  pudigndose d i s t i n g u i r  l a s  resonancias de 10s 
hidrdgenos 4 ,  2 y 7 para e l  dcido en acetona-d6 a 6 8,17 
PPm (dd, J4,5 = 8 H z ;  J 4 , 6  = 4 Hz); 6 8,08 ppm (bal y 6 
7,52 ppm ( d t ,  J = 6 y 3 H z ) ,  respectivamente,  Las resonan 
-
c i a s  de 10s hidr6genos 5 y 6 aparecen tambign solapadas a 
6 7,15-7,25 ppm. 
E l  espec t ro  d e l  N-metil-3-iminometilindol ( 2 9 )  que 
-
2 presenta  como 10s dos casos a n t e r i o r e s  un carbon0 s p  e n  
l a  posici6n 3 d e l  i n d o l ,  s e  a n a l i z 6  por comparaci6n con 
aqu6l los ,  pudi6ndose as ignar  s61o e l  H-4 a 6 8,21 pprn (dd, 
J = 6 y 3 Hz),  mientras que 10s espec t ros  de 10s compues- 
t o s  3- (h idroximet i l )  -indo1 (17) y 3- (aminometil) -indo1 (6) 
-
s e  asignaron por comparaci6n con 10s espect ros  de gramina 
y g r a ~ i n a - 6 - 2 ~ .  

Los puntos de fus i6n  (Pf )  fueron determinados en un 
apara to  Fisher-Johns y no han s i d o  corregidos.  
Los espec t ros  de absorcidn en e l  u l t r a v i o l e t a  (W) s e  
r ea l i za ron  en metanol o metanol: bcido c l o r h l d r i c o  (100: 1 ,2)  
en un espectrofotdmetro Beckman DK-2A. 
Los espec t ros  de resonancia magnetica nuc lea r  de 'H 
1 (RMN- H )  y de 1 3 ~  (RMN-13c) se r e a l i z a r o n  a 100 y 25,2 MHz 
respectivarnente en un espectr6metro Varian XL-100-15, operan -
do por pulsos y transformada de Fourier ,  con una computadora 
620/L-100 y una unidad de d i scos  magneticos Sykes-7000. 
Los so lven tes  deuterados u t i l i z a d o s  s e  indican en cada 
caso. En todas  l a s  determinaciones s e  u t i l i z e  t e t r m - e t i l s i l a -  
no (TMS) como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .  Los desplazamientos qufmi- 
cos ( 6 )  s e  expresan en p a r t e s  por mil ldn (ppm) respecto  d e l  
TMS y l a s  cons tantes  de acoplamiento (J) en Hertz ( H z ) .  Las 
1 
sefiales de RMN- H se indican  en cada caso como: s ( s i n g u l e t e ) ,  
- 
d ( d o b l e t e ) ,  t ( t r i p l e t e l ,  c ( c u a r t e t o ) ,  m (mul t ip le t e )  y ba 
- - - -
(banda ancha) . 
LOS e s p e c t r o s  de RMN-'H se obtuvieron en tubos de 5 mm 
apl icando pulsos  de 90° y untiempo de r e p e t i c i d n  de 4 , 7  segun 
- 
dos sobre un ancho e s p e c t r a l  de 1500 Hz. Los espect ros  de RMN- 
13c se midieron en tubos de 12 mm aplicando pulsos de 60° con 
un tiempo de repe t i c idn  de 2,2 segundos, o en tubos de 5mm 
aplicando pulsos de 35O con un tiempo de repe t i c i6n  de 0,75 
segundos sobre un ancho e s p e c t r a l  de 5400 Hz, 
Los espec t ros  de R M N - ~ ~ C  totalmente desacoplados de %I 
s e  obtuvieron por i r r a d i a c i d n  de 10s protones a una frecuen- 
c i a  c e n t r a l  correspondiente  a 5 ppm modulada por  un bar r ido  
de onda cuadrada. Los espect ros  de ~ l 4 N - l ~ ~  con i r r a d i a c i d n  
s e l e c t i v a  fue ra  de resonancia  (SFORD) s e  obtuvieron por irra 
-
diac i6n  de 10s protones a una frecuencia  h i c a  correspondien -
t e  a 0 ppm. Los e s p e c t r o s  con desacople selective se obtuvie  
-
ron de igua l  forma pero i r radiando l a  sefial de 'A deseada 
con una f recuencia  h i c a  de ba ja  potencia  (0,5 wat t )  . 
Los espec t ros  de resonancia magnetics nuc lea r  de 2~ 
2 (RMN- H) se r e a l i z a r o n  a 15,4 MHz en e l  espectr6metro Varian 
XL-100-15 u t i l i z a n d o  e l  canal  de enclavamiento pulsado (" lock" 1 
como canal  de observaci6n. Dicho canal  fue  modificado de mod0 
de c o n t r o l a r  l a  duraci6n de 10s pulsos y e l  tiempo de r e p e t i -  
c i6n a t r av6s  de l a  16gica d e l  canal  de observaci6n normal. 
La seiial  de absorci6n r e s u l t a n t e  (audio) fue procesada a tra- 
v6s d e l  canal  de observacidn y d i r i g i d a  a l a  computadora d e l  
espectr6metro mient ras  que l a  sefial de d i spe r s ign  (audio) f u e  
u t i l i z a d a  en forma normal para e l  enclavamiento campo- f recuen 
- 
c i a .  Se u t i l i z d  5% de acetona-d6 para proveer  una sefial en re 
- 
sonancia de enclavamiento homonuclear de in tens idad  s u f i c i e n t e .  
Los espect ros  s e  obtuvieron en solucidn de diclorometano con 
un ancho e s p e c t r a l  de 410 Hz, un tiempo de r e p e t i c i 6 n  de 2,666 
segundos y pulsos  de 1 mseg de duracidn a la mdxima potencia  
del  t ransmisor  (aproximadamente 2 wat t )  . 
Los espec t ros  de masas (EM) se r e a l i z a r o n  a 70 e V  en un 
espectr6metro de masas Varian-Mat-CH-7A, comandado por una 
cornputadora Varian-Mat-Data-System 160 usando un t e l e t i p o  
Tektronix 4010-1 y un impresor Tektronix 4631, por inse r s i6n  
d i r e c t a  de l a  muestra. 
Las cromatograf ias  l i q u i d a s  de a l t a  resoluci6n (CLAR) 
a n a l f t i c a s  s e  r e a l i z a r o n  en un cromat6grafo l fqu ido  H e w l e t t -  
Packard 1084 con d e t e c t o r  de W operando a 280 nm e inyector  
autom%tico de volumen va r i ab le .  Las condiciones u t i l i z a d a s  
se indican para  cada caso en  p a r t i c u l a r .  
Las cromatograf ias  l i q u i d a s  de a l t a  resoluci6rn (CLAR) 
prepara t ivas  se r e a l i z a r o n  en un cromat6grafo l iqu ido  Micro- 
m e r i t i c s  equipado con un i nyec to r  manual (modelo 7301 y de- 
t e c t o r  de l n d i c e  de ref racc i6n .  
Las cromatograf las  en capa delgada (CCD) a n a l f t i c a s  
se rea l i za ron  u t i l i z a n d o  como f a s e  f i  j a s l l i c a g e l  Alugram 
Nano-SIL G / W 2  54 y Alugram SIL G/WZs4 (Macherey-Nagel Duren). 
Las crornatografias en  capa delgada (CCD) prepara t ivas  s e  
r ea l i za ron  u t i l i z a n d o  como f a s e  f i j a  s l l i cage l+G (blerk) so- 
bre  placas  de v i d r i o .  Los reveladores  u t i l i z a d o s  s e  descr i-  
ben para cada caso en p a r t i c u l a r .  
Los so lven tes  de d e s a r r o l l o  u t i l i z a d o s  en CCD, t a n t o  
a n a l l t i c a  como prepara t iva ,  fueron: 1) c l o r u r o  de metileno: 
metanol: amonlaco conc. (8: 2: 0,l) , 2) acetona:amonfaco conc. 
(100: 1) , 3) n-butano1:bc. acgtico glacia1:agua (8:2:2) , 4) 
butan0na:piridina: agua:6c. acetic0 glacial (70: 15: 15: 2) , 5) 
diclorometano:metanol:amonlaco (17%) (4 : 4:2) , 6 )  diclorome- 
tano:metanol (98:2), 7)  diclorometano:metanol:amonlaco (25%) 
(93:7:1), 8) dic1orometano:metanol:amonfaco conc. (93:7:0,8) , 
9) diclorometano , 10) diclorometano: tetracloruro de carbono: 
metanol (5:4:1), 11) n-butano1:dc. acgtico glacia1:agua (3:l: 
1) , 12) diclorometano:metanol (2 : 1) , 131 dic1orometano:metanol: 
5cido acgtico glacial (30: 2: 1) y 14) benceno:hexano (1:l) . 
Las mezclas de solventes estdn expresadas en relaciones de 
volihenes. 
Las cromatograflas en columna (CC) se realizaron utili- 
zando como adsorbente silicagel grado 923, malla 100-200 (Da 
- 
vison Chemical) . 
Las mediciones de radiactividad se realizaron en un es- 
pectr6metro de centelleo llquido Packard Tri-Carb 3003 o en 
un Tracor Analytic Mark 111. Las muestras se disolvieron en 
una mezcla de 1 ml de agua y 14 ml de una soluci6n centellea 
- 
dors de dioxano que contenla 100 g de naftaleno, 7,O g de 
2,5-difeniloxazol (PPO) y 300 mg de 1,4-bis-2- (4-metil-5- 
feniloxazolil) -benceno (dimetil-POPOP) por cada 1000 ml; o 
en una soluci8n centelleadora de tolueno que contenla 4,o g/l 
de PPO y 250 mg/l de dimetil-POPOP, segGn se indica en cada 
caso. 
El Protosol (marca registrada de New England Nuclear) 
empleado en l a  d iso luc i6n  de t e j i d o s  vege ta les  e s  una solu- 
c i6n 0 , 5  M de una s a l  de amonio cua te rna r i a .  
E l  hidr8xido de Hyamine (marca r e g i s t r a d a  de Rohm & 
Haas) es una soluci6n 1 M de hidrQxido de p- ( d i i s o b u t i l l -  
cresoxietoxietildimetilbencilamonio en metanol. 
E l  paraformaldehido-14~ fue adqui r ido  a The Radioche- 
. : 
mica1 Centre, Amersham, I n g l a t e r r a .  m - . . . ,.. , 
E l  indol-2-14c fue adqui r ido  a1  Commisasiat a l lEnerg ie  
Atomique, Francia .  
E l  dcido f b r m i ~ o - ' ~ ~  y e l  formaldehido-13c fueron com- 
prados a  Berk, Sharp & Dohme Canada Limited, Montreal, Canads. 
E l  agua t r i t i a d a  fue p r o v i s t a  por l a  Comisi6n Macional 
de Energla At6mica, Argentina. 
- Los so lventes  fueron pur i f i cados  por  d e s t i l a c i 6 n  y eva- 
porados a  presi8n reducida a  menos de 5 0 ° C  en Rotavapor-R 
(Buchi) . 
Slntesis de indoles 
isotdpicamente marcados 
E. Obtencidn de N-formil-2-aminotolueno- ( f ~ r m i l o - ' ~ ~ )  (19) .  
- 
LJna mezcla de 2-aminotolueno (0- to lu id ina)  recientemente 
d e s t i l a d o  (1,31 m l )  y dcido f 6 r m i c 0 - ~ ~ ~  (90% de 13c) (0 ,s  m l )  , 
se ca len td  con ag i t ac idn  a llO°C por 3 horas  y s e  dej6 luego 
a temperatura ambiente. A 1  cabo de 16 horas ,  l a  mezcla de 
reaccidn s e  volcd sobre agua ( 2  m l )  y e l  s 6 l i d o  se separ6 
por f i l t r a c i 6 n  y se l a v 6  con soluci6n de 5cido c lo rh id r i co  1%. 
E l  product0 s e  r e c r i s t a l i z d  de una mezcla benceno:hexano (1:l) , 
por CCD (so lvente  9, s l l i c a g e l )  (980 mg; Pf = 58-5g°C, l i t e r a  -
t u r a :  5 5 - 5 8 0 ~ ' ~ ;  90% de 13c segtin se determind por R M h l - l ~ ) .  
1 RMN- H (C13CD-TMS): 6 2p3 ppm (3H, S,  CH,): 6 7,1-7,3 ppm ( 4 H r  
4 
m, protones aromdticos) ; 6 7,5 ppm ( l H ,  ba,  NHI ; 6 8,70 Y 8 I 78 
- 
ppm (dos dob le tes ,  1~13 = 160 Hz. l 3 c ~ 0 )  . 
- 
C- H 
V. 2 .  Obtencidn de indol-2-13c (18-13c) . 
- * .  
Una suspensi6n de h id ru ro  de sodio  (0.6 g )  y 2-aminotolug 
no recientemente d e s t i l a d o  ( 4  m l ) ,  fue calentada ba jo  atm6sfe- 
r a  de n i t rdgeno a 160°C durante  30 minutos, Se agreg6 formiato 
de p o t a s i o  (2 g)  y N-formil-2-aminotolueno- ( f ~ r m i l o - ~ ~ ~ )  (191 
-
(90% de 13c; 0,450 g) y l a  mezcla r e s u l t a n t e  se calent6 b a j o  
r e f l u j o  a 250°C por 45 minutos. Los gases  despedidos (pr inc i -  
palmente mondxido de carbon01 se recogieron sobre a c e i t e  de 
pa ra f ina .  La mezcla s e  de j6  e n f r i a r ,  y e l  exceso de 2-aminoto- 
lueno fue d e s t i l a d o  a1 vacio  (1 Torr) . 
. , "  
E l  residuo s e  suspendi6 en  agua y e l  indol  marcado' se 
obtuvo por d e s t i l a c i d n  por a r r a s t r e  con vapor y p o s t e r i o r  
ex t racc i6n  exhaust iva de l a  capa acuosa con diclorometano. 
La cromatograffa en columna de s f l i c a g e l  ( so lvente  de desa- 
k r o l l o  hexano : benceno , 7 : 4 r i n d i d  indol-2-13c puro por CCD 
(so lvente  1 4 )  , (150 mg; 60% de 13c segln  s e  determind por 
1 RMN- H (C13CD-TMS): 6 6,5-7,7 ppm (5H, m, H-3, H-4,  H-5, H-6 
e H-7); 6 7,2 ppm ( l H ,  d, l,Jl3 = 184 Hz, 
C- H 
H-2); 6 8 , l  ppm ( l H ,  ba,  NH). - 
V. 3 .  Obtencidn de gramina (5)  . 
- - 
Procedimiento general .  
Indo l  (58,5 mg) , dimetilamina (0,074 m l  de una soluci6n 
acuosa 28% p/v) y dcido a c e t i c 0  g l a c i a l  ( 0 , l  m l )  , fueron agre  
- 
gados en ese  orden a formaldehido (15,4 mg, como una solucidn 
acuosa 34% o como paraformaldehido) contenido en e l  v i a l  de 
reacci6n.  La mezcla se c a l e n t d  a 100°C durante  10 minutos con 
ag i t ac idn  vigorosa y luego se mantuvo a temperatura ambiente 
con ag i t ac idn  durante  1 hora.  
L a  mezcla s e  volcd sobre  agua (10 ml) , se l l e v 6  a p H  9 
con solucidn d i l u i d a  de h idrexido  de sodio  y se e x t r a j o  exhaus 
- 
tivamente con diclorometano:metano1 (4 :  1) . E l  product0 crudo 
se obtuvo por evaporacidn d e l  so lven te  a pres idn  reducida,  
y 6 s t e  fue pur i f i cado  por  cromatografia e n  columna (CC) de 
s f l i c a g e l  u t i l i z a n d o  como so lven tes  diclorometano y mezclas 
de diclorometano :me tan01 de po la r idad  c r e c i e n t e  . 
E l  product0 obtenido era i d g n t i c o  en  comportamiento 
cromatogrdfico y espect rosc6pico  a muestras  de gramina au- 
t e n t i c a s .  
~ramina-a-13c. 
Indol  , dimetilamina y dcido ::acgtico g l a c i a l  fueron agre 
-
gados como se i n d i c a  en  e l  procedimiento genera l  a formalde- 
hido-13c (90% de I3c) (0 ,I  m l  de una so luc idn  acuosa 14,6% 
p/v) .  La reacci8n se r e a l i z 6  como s e  desc r ib id  a r r i b a ;  s e  
obtuvo gramina-u-13~ (93% de 13c) (72 mg) . 
EM: en Tabla 2 ,  pdgina 26. 
1 RMN- H (C13CD:CD30D 9:1; TMS) : 6 2,28 ppm (d, 3 = 5 Hz, 
J13C- lH 
1 3 c ~  -N ; s ,  N - ~ ~ c E I ~ )  ; 6 3,7 ppm (d, 'Jl3 
-3 = 134 Hz, C- H 
13CFI s, 1 2 C ~  1; 6 7,3-7,7 pprn (5H, m, protones aro- 
-2 ' -2 
mdticos) . 
RMN-13c (C13CD:CD OD 9: 1; TMS) : 6 53,15 pprn ( 1 3 ~ - a )  .3 
1ndol-2-13c (60% de 13c) (obtenido en  V.21, dimetilamina 
y dcido a c e t i c 0  g l a c i a l  s e  agregaron a una solucidn de formal 
- 
dehido, siguiendo e l  procedimiento genera l .  Se obtuvo gramina- 
2-13c (60% de 13c) , (70 mg) . 
1 RMN- H (C13CD:CD30DI 9 : l )  : 6 2,28 ppm (3H, s, CII3); 6 3,78 ppm 
(d, 3 ~ 1 3  = 5 Hz,  l3cK2 ; s, 12cI12); 6 7,23 ppm 
C- H 
(d, 1~13  1 = 178 H Z ,  H-2); 6 7,3-7,7 ppm ( 4 H ,  m, 
C- H 
protones aromdticos except0 H - 2 ) ;  6 8,14 ppm ( I H ,  ba,  
N-H) . 
- 
1 3  
RMN-13c (C13CD:CD30D 9 :I; TMS) : 6 129,9 ppm ( C-2) .  
EM: en Tabla 2 ,  pdgina 26. 
~ramina-n-14c. 
Siguiendo e l  procedimiento genera l  p r o  usando parafor- 
maldehido-14c (0,5 m C i ;  0,6 73 mCi/mol) , se obtuvo gramina-a- 
1 4  C (65 mg; 0,455 mCi/mmol) homoggnea por  CCD (so lvente  1) . 
1 4  Gramina-2- C. 
Se agregd una so luc idn  de indol-2-14c en pentano (0,5 m l :  
0,5 mCi/mrnol) a i n d o l  (58,5 mg) y e l  so lven te  fue  evaporado 
ba jo  atmdsfera de ni t r6geno.  Se agreg6 formaldehido, d ime t i l a  
- 
mina y Scido a c g t i c o  g l a c i a l  en ese orden,  y l a  reaccidn s e  
continu6 como se i n d i c a  en e l  procedimiento general .  Se obtuvo 
gramina-2-14c (72 mg; 0,540 mCi/mmol)  homogenea por CCD (so l -  
vente 1). 
2 2 V. 4. Obtenci6n de indol-6- H (18- HI . 
2-nitro-4-aminotolueno . 
4-aminotolueno (3,21 mg) s e  agregd lentamente a dcido 
s u l f d r i c o  conc. (13 m l )  con ag i t ac i6n  cont inua  y en baEo de 
hielo-agua, cuidando que l a  temperatura e n  e l  sen0 de l a  reac 
- 
ci6n no superase 10s 10°C. Se agregd luego lentamente una mez 
- 
cia de Scido s u l f d r i c o  conc. (2 m l )  y dcido n l t r i c o  conc. (2  ml )  
y se de j6  1 hora agi tando a O°C. 
La mezcla de reacci6n se a l c a l i n i z d  agregando amonlaco 
conc. h a s t a  pH 8-9 manteniendo siempre l a  temperatura por  
debajo de 10°C. E l  prec ip i t ado  obtenido se f i l t r 6 ,  r e c r i s -  
t a l i z 6  desde e t a n o l  y se de j6  en  desecador a 1  vac lo  durante 
una noche. Se obtuvo 2-nitro-4-aminotolueno (3 ,3  g)  homo+- 
neo por  CCD (so lvente  10) , (rendimiento: 73%). Pf = 77-78Oc; 
110 l i t e r a t u r a :  78-79 O C  . 
2-nitro-4-bromotslueno. 
Una suspensi6n de 2-nitro-4-aminotolueno (1 g) en dcido 
bromhfdrico (1 m l  de HBr conc. en 2 m l  de agua) se mantuvo a 
temperatura i n f e r i o r  a 0 OC mient ras  s e  agregaba lentamente 
una soluci6n de n i t r i t o  de sod io  (0,470 g en 0,8 m l  de agua) . 
La suspensi6n r e s u l t a n t e  se f i l t r d  y e l  f i l t r a d o  se volc6 
rzpidamente y s i n  enfr iamiento  ex te rno  sobre una soluci6n de 
bromuro cuproso rec i6n  preparada. 
Se de j6  agi tando unos minutos y posteriormente se ca len  
- 
t 6  durante  30 minutos a 90°C. Se agreg6 agua (25 m l )  y se 
adapt6 un e q u i ~ o  para  d e s t i l a c i 6 n .  E l  d e s t i l a d o  obtenido se 
e x t r a j o  con 6 t e r  e t l l i c o  y se l a v 6  primer0 con soluci6n d i l u i  
- 
da de hidr6xido de sodio,  luego con agua y finalmente con s o  
- 
luc i6n  sa turada  de c lo ru ro  de sodio.  La fase  e t g r e a  s e  secd  
sobre s u l f a t o  de sodio anhidro y se evapor6 a sequedad a p r e  
- 
s i6n  reducida. 
Se obtuvo 2-nitro-4-bromotolueno (0,85 g) , e l  cual  s e  
r e c r i s t a l i z d  desde e t a n o l  y s e  i d e n t i f i c 6  por  EM y RMN-'H. 
110 
Pf = 47-48OC ( l i t e r a t u r a :  47-48OC - 
EM (m/z, % ) :  215-7 (39, M+); 169-171 (M-NO2, 28);  90 (M- NO^ 
-Br  , 100);  198-200 (M-OH, 99) ;  119 (M-OH-Br, 
6-bromoindol (20) - . 
Se agreg6 d i e t i l a c e t a l  de dimetilformamida ( 1 , 7  m l )  a 
2-nitro-4-bromotolueno (O,85 g )  ba jo  atmdsfera de ni t r6geno 
y s e  c a l e n t 6  en  r e c i p i e n t e  cerrado a 114°C durante  24 horas.  
Se evapor6 e l  exceso de a c e t a l  a pres i6n  reducida,  se agreg6 
e tano l  abso lu to  (20 m l )  y N i  Raney I?-2 y se hidrogend 24 
horas  a 1 a t m  y temperatura ambiente, 
La  mezcla de reacci6n se f i l t r 6  y se evapor6 e l  solvente  
a sequedad, Se obtuvo 6-bromoindol como producto k i c o  por 
CCD ( so lven te  1 4 1 ,  e l  cual  se p u r i f i c 6  por CC (sPl icage1,  s o l  -
vente de d e s a r r o l l o  hexano:benceno, 7: 4 1, E l  producto obteni-  
do (220 g ,  rendimiento: 30%) fue i d e n t i f i c a d o  por EM y RMN de 
RMN-'H: en  Tabla  18,  pdgina 174. 
~ ~ 8 l - l ~ ~ :  e n  Tabla 16, pag ina  169. 
( 3  m l )  y THF (1 m l )  e n  a tmds fe ra  de n i t rdgeno  y se e n f r i 6  a 
-78OC en  un baiio de h i e l o  seco-acetona.  Se agreg6 una solu- 
c idn  1,55 M de n-BuLi e n  hexano (0.09 m l )  y l a  mezcla de 
reacc i6n  se d e j 6  c a l e n t a r  h a s t a  O°C y se mantuvo a esa t em-  
p e r a t u r a  con a g i t a c i 6 n  d u r a n t e  30 minutos . 
La so luc idn  ob ten ida  f u e  o t r a  vez e n f r i a d a  a -78OC y se 
agreg6 rdpidamente t-BuLi en  pentano (2 ,6  M; O , 1 1  m l )  ; la 
so luc i6n  amari l lo-verdosa se d e j 6  c a l e n t a r  h a s t a  -30°C y se 
mantuvo a e s a  temperatura  con a g i t a c i 6 n  du ran te  1 hora. Se 
agregd en tonces  2 ~ 2 0  (0,006 m l )  y l a  so luc idn  i n c o l o r a  r e s u l  
-
t a n t e  se volc6  sob re  H 2 0  y se e x t r a j o  con diclorometano. 
L a  f a s e  orgdnica  se sec6 s o b r e  s u l f a t o  de  sod io  anhidro,  
se f i l t r d  y se evapor6 e l  s o l v e n t e  a p r e s i 6 n  reducida.  E l  
product0 ob ten ido  mostraba p o r  CCD ( f a s e  reversa, so lven te  
metano1:agua 3 : l )  una c a n t i d a d  m i n o r i t a r i a  de 6-bromoindol 
que no h a b l a  reaccionado.  E s t e  se sepa rd  po r  CLAR ( f a s e  r e v e r  
- 
sa) u t i l i z a n d o  una columna A l t e x  Ult rasphere  ODs 5 pm (250 x 
10 mm) y metano1:agua (9:  1) c o m o  e luyen te ,  Se obtuvo indol-6- 
2~ (12 mg) puro,  seg(m se dete rmine  po r  CCD y CLAR, el  c u a l  
fue  i d e n t i f i c a d o  por  EM y RMN de  'H y de 13c. 
EM (m/z) : 118 (M+, 1001 ; 9 1  (M-HCN, 27) ; 90 (M-HCNH, 18) .  
1 FWN- H (C13CD-Tl4S): 6 6,55 ( l H ,  ba ,  H-31, 7,16 (2H, m, H-2 e 
8,08 ( I H ,  ba,  N-HI .  
RMN-'~C (C13CD-TMS) : no presentaba seiial 6 121,7 ppm. 
2 V.5.  Obtencidn de gramina-6- H y gramina-6-3~. 
-
6-bromogramina (25) . 
-
6-bromoindol (20) (50 mg) s e  d i s o l v i 6  en dcido acg t i co  
-
g l a c i a l  ( 0 , l  m l )  y se t r a t 6  con solucidn acuosa de formaldg 
hido 36% p/v (0,02 m l )  y soluci6n acuosa de dimetilamina 28% 
p/v (0,04 m l )  . La mezcla de reaccidn se ca len t6  a 105°C du- 
r a n t e  10 minutos; s e  de jd  1 hora a temperatura ambiente y 
finalmente s e  volc6 sobre agua. L a  suspensidn r e s u l t a n t e  se 
l l e v 6  a pH 9 con soluci6n de hidr6xido de sodio 2 N y s e  ex  
- 
t r a j o  con diclorometano:metano1 ( 4 : l ) .  La f a s e  orgdnica s e  
sec6 sobre s u l f a t o  de sodio  anhidro y se evapor6 a sequedad 
a presidn reducida.  
Se obtuvo 6-bromogramina (251, l a  c u a l  s e  p u r i f i c 6  por  
- 
CC d e l  mismo mod0 que s e  ind ic6  para l a  gramina (pdgina 187) 
y se i d e n t i f i c b  por EM y RMN de 'H y de 13c. Pf = 130-131°C, 
( 6 1  mg). 
1 RMN- H: en Tabla 18, pdgina 174. 
RMN-13c: en Tabla 16, pSgina 169. 
Se suspendi6 6-bromogramina (25) ( 4 8  mg) en Q t e r  e t i l i c o  
-
( 3  m l )  y THF (1 m l )  b a j o  atmdsfera de n i t rdgeno y se e n f r i 6  
a -78OC. Se agreg6 n-BuLi 1,55 M en hexano (0.15 m l l  y l a  
mezcla de reaccidn se dejd c a l e n t a r  h a s t a  O°C. La  soluci6n 
r o  jo  pfirpura r e s u l t a n t e  s e  e n f r i 6  o t r a  vez a -78°C y se agre  
-
g6 una soluci6n de t-BuLi 2,6 M en pentano (0  ,I8 m l )  . Se de- 
j6 que l a  temperatura alcance 10s -30°C y s e  mantuvo con a g i  
- 
t ac idn  a e s a  temperatura durante 1 hora. Se agregd *H20 (0,Ol 
m l )  y s e  volcd sobre H 2 0 .  Se e x t r a j o  con diclorometano y l a  
f a s e  orgdnica se secd con s u l f a t o  de sodio  anhidro; s e  evapo 
-
r 6  e l  so lvente  a pres idn  reducida. Se obtuvo gramina-6-2~ (30 
mg) idgn t i ca  por CCD (so lvente  1) a una m e s t r a  de gramina 
2 
au tgn t i ca ,  l a  c u a l  f u e  i d e n t i f i c a d a  por  EPI y RMN de 'H, B- y 
EM (m/z, % ) :  175 (M+, 28) ;  131 (M- NMe2 ,  100) .  
1 RMN- H (C13CD-TMS) : 6 2,30 (6H, sf  NMe2)  , 3,65 (2H, s f  CH2-N) , 
(IH, s, H-71, 7,69 ( l H ,  d, J=8 Hz, H-41, 8,80 ( I n f  ba t  
N-H) . 
FWN-13c (C13CD-TMS) : no present6 seiial a 6 121.5 ppm. 
6-bromogramina (25) (48 mg) se h i z o  reacc ionar  de l a  mis 
-
2 
m a  forma que se i nd icd  para l a  obtenci6n de 5- H ,  except0 que 
l a  reacci6n se f i n a l i z 6  agregando 3 ~ 2 0  (30 mCi /ml :  0,008 m l )  . 
Se obtuvo gramina-6-3~ (0,42 mCi/mmol: 29 mg) con propiedades 
cromatogr6ficas i d g n t i c a s  a  l a s  de una muestra au tent ica .  
G. Obtenci6n de ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ (13-14c) . 
Indol  (70  mg) e indol-2-14c en soluci6n de pentano (0,s 
m C i ;  48 mCi/mmol) se d i so lv ie ron  en hexano: diclorometano (1:l; 
5 m l )  en un tubo de hem6lis is ;  se evapor6 e l  solvente  a  t e m -  
pera tu ra  ambiente con c o r r i e n t e  de ni t r6geno.  E l  indo1 as5 ob- 
t en ido  s e  d i s o l v i 6  en dimetilformamida recientemente d e s t i l a d a  
(0,4 m l ) .  
A un baldn q u e  contenla  dimetilformamida f re sca  (1 m l )  
se agreg6 lentamente (aproximadamente 30 minutos) con ag i t ac idn  
en atrn6sfera-.de n i t r6geno y r e f r i g e r a d o  mediante un baiio de . .  
h ie lo - sa l ,  ox ic lo ru ro  de f6s fo ro  (0,6 m l ) .  Se £om6 e l  comple 
de formilaci6n de c o l o r  rosado. 
Se cambi6 e l  bafio de h ie lo - sa l  por o t r o  de hielo-agua 
(aproximadamente 5OC) y s e  agreg6 lentamente (30  minutos) l a  
soluci6n de indo l  r a d i a c t i v o  en dimetilformamida. Se ca lent6  
a  35OC y s e  mantuvo a e s a  temperatura durante 1 hora,  siempre 
ba jo  atmesfera de ni t r6geno;  se form6 una pas ta  amari l la .  Se 
volv i6  a  e n f r i a r  en bafio de hielo-agua y s e  agregd a  la  mezcla 
de reacci6n h i e l o  molido (1 g) , con l o  cua l  e l  color  de l a  s o  
- 
luc idn  s e  to rn6  r o j o  cereza.  Se agreg6 secuencialmente agua 
(0,3 m l )  , h i e l o  (1 g) y una soluci6n que contenla  2,625 g de 
hidrdxido de sodio en 7 m l  de agua, primero lentamente 
(has ta  que la  mezcla de reacciBn s e  puso co lo r  verde) y 
luego rbpidamente . 
Se calentd  h a s t a  e b u l l i c i d n  y Huego s e  dej6 e n f r i a r  
en e l  mismo baiio de a c e i t e  h a s t a  temperatura arnbiente. Se 
de jd  toda l a  noche a 4OC; e l  prec ip i t ado  obtenido se filtr6 
y e l  f i l t r a d o  s e  e x t r a j o  con diclorometano. La fase  orgdni 
- 
ca s e  secd sobre s u l f a t o  de sodio  anhidro  y s e  evapor6 e l  
solvente .  E l  & l i d o  se juntd con e l  obtenido en l a  f i l t r a -  
c idn  y se p u r i f i c d  por  CC ( s l l i c a g e l ) ,  eluyendo primero con 
diclorometano y luego con dic1orometano:me~tanol (98: 2) . 
Se obtuvo indol- 3-carboxaldehido-2-% (60 mg; 0,145 
mCi/mmol) , i dgn t i co  por  CCD ( so lven te  6) a m a  muestra au- 
t g n t i c a .  
1ndol-3-carboxaldehido-2-~~~ (13-13~) - 
~ndol-2-13c (60% de 13c, obtenido en V-2; 50 mg) se tra- 
t 6  con oxic loruro  de f6sforo/dimetilformamida en l a  misma 
forma que se indicd  pa ra  l a  obtencidn de 13-14c, obteniendose 
indol-3-carboxaldehid0-2-~~~ (43 mg) i d e n t i c o  a una muestra 
au tgn t i ca  por  CCD (so lvente  6 )  , e l  c u a l  fue iden t i f i cado  por  
EM y RMN-'H. 
E M  (m/z, % ) :  147 (M+1, 1 0 ) ;  146 (M, 93);  145 (M-H, 100); 1 4 4  
(M-H d e l  compuesto s i n  rnarcar, 85) . 
1 RMN- H (acetona-d6; TMS) : 6 8,20 (1H. d, 1~13 = 180 H z ,  
C- H 
H-2 d e l  product0 marcado; s, H-2 d e l  compuesto s i n  
marcar).  
h . ,  
2 
1ndol-3-carboxaldeh~do-6-~~ (13- H )  . 
2 2 Indol-6- H (18- H )  (30 mg) s e  t r a t d  con oxic loruro  de 
fdsforo/dimetilformamida en l a  misma forma que s e  indic6  
para  l a  obtencidn de 13-14c, obteniendose indol-3-carboxal - 
2 dehido-6- H (25 mg) i d g n t i c o  a una muestra a u t e n t i c a  por 
CCD sobre s f l i c a g e l  ( so lven te  6) y en f a s e  r eve r sa  RP-18 
(so lvente  etanol :agua,  1:l). 
E l  product0 crudo se p u r i f i c 6  por CC de s l l i c a g e l  u t i -  
l izando como so lven tes  de d e s a r r o l l o  diclorometano y diclo- 
rometano:metanol (98: 2 )  . Se obtuvo indol-3-carboxaldehido- 
2 6- H puro ( 2 2  mg) e l  c u a l  fue ca rac te r i zado  por  RMN de 'A, 
2 H y 13c y por EM. 
EM: en Figura 27, p6gina 60. 
1 RMN- H (acetona-d6): 6 7,23 ( l H ,  dd, J=6 y 2 Hz, H-51, 7,59 
( l H ,  ba, H-71, 8,18 ( l H ,  ba, H-21 ,  8,24 (IH, dd, J=6 
y 3 H z ,  H - 4 1 ,  10,04 ( l H ,  s,  CHO).  
2 2 
RMN- H (C12CH2) : 6 7,29 ppm (6- H )  . 
RMN-'~C (C13CD:CD30D, 2: 1 : no s e  observ6 sefial a 6 1 2 4 , 4  ppm. 
V. 7 .  Obtencidn de Bcido indol-3-carboxllic0-2-~~~ ( 1 4 - l ~ ~ )  .
mCi/mmol) (40 mg) se d i s o l v i d  en e t a n o l  ( 4  m l )  a 55°C con 
agi tac i6n;  s e  agreg6 una solucidn de h idr6xido  de potas io  
0,25 N (0,5 m l )  y luego m a  solucidn acuosa de pemanganato 
de po tas io  (80 mg en 6 m l )  . La mezcla de reaccidn se mantuvo 
a 55OC durante  10 minutos y se f i l t r 8  e l  prec ip i tado  de 
di6xido de manganeso formado; l a  so luc ibn  a lcoh6l ica  s e  
evapor6 a sequedad a presi6n reducida.  E l  producto deseado 
s e  obtuvo puro por cromatografla en columna de s i l i c a g e l  
eluyendo primer0 con cloroformo sa turado con amonfaco 
concentrado (con l o  cual  s e  eluy6 el  indol-3-carboxaldehido- 
2-14c que no habfa reaccionado) y luego con cloroformo. 
Se obtuvo dcido indol-3-carboxllic0-2-~~~ (14-14c) 
(0,035 m C i ;  0,16 mCi/rnrnol) (35 mg) , i d e n t i c o  por CCD 
( s l l i c a g e l ;  s o l v e n t e  1 2 )  a una muestra a u t s n t i c a .  
V.8. ObtenciQn de pos ib les  c a t a b o l i t o s  de gramina. 
3- (h idroximet i l )  -indo1 (17)  . 
-
. p Indol-3-carboxaldehido (13) (50 mg) se d i s o l v i 6  con 
- 
ag i t ac i6n  en e t a n o l  absoluto (1,5 m l )  a temperatura de ebu- 
l l i c i b n ;  se agreg6 borohidruro de sodio  (30 mg) lentamente 
y en c a l i e n t e  h a s t a  completa d iso luc idn  d e l  r e a c t i v o  y s e  
de j8  1 hora  a temperatura ambiente con ag i t ac i6n .  A 1  cab0 de 
ese  tiempo, s e  evapor6 e l  so lvente  h a s t a  sequedad con cor r i en  
- 
t e  de ni t r8geno;  s e  agreg6 una soluci6n de hidr6xido de sodio  
0 , l  N (0 ,5  m l )  y se e x t r a j o  con 6 t e r  e t l l i c o ;  l a  f a s e  orgsni-  
ca  s e  secQ sobre s u l f a t o  de sodio anhidro y e l  solvente  se 
evapor8 a pres i6n  reducida.  E l  producto s e  p u r i f i c 6  por CC de 
s f l i c a g e l  eluyendo con diclorometano y diclorometano:metano1 
(99:  1) sucesivamente. Se obtuvo 3- (h id rox imet i l )  -.indo1 ( 1 7 )  
-
(45 mg) puro por CCD ( s l l i c a g e l ;  so lvente  1 0 1 ,  Pf = 100-10l°C 
( l i t e r a t u r a  9 6 - 9 9 0 ~ " ~  , e l  cua l  se i d e n t i f i c d  por EM y RMN 
1 de H y de 13c. 
EM (m/z, % ) :  147 (M+, 9 3 ) ;  146 (M-H, 30);  130 (M-OH, 100) ; 
129 (M-R-OH, 34);  103 (130-HCN, 17) ; 102 (129- 
HCN, 1 9 ) ;  77 (103-C2H2, 22) ;  51 (77-C2H2, 1 9 ) -  
1 RMN- H: en Tabla 18, p6gina 17.4. 
R M N - ~ ~ C :  en Tabla 1 6 ,  pagina 168. 
3- (aminometil) -indo1 (6) . 
- 
Indol-3-carboxaldehido (13) (200 mg) se d i so lv id  en l a  
-
cant idad  necesa r i a  de e t a n o l  (aproximadamente 20 m l )  ; se agre  
-
96 c l o r h i d r a t o  de hidroxilamina (0,35 g) y una solucidn acuosa 
de carbonato de sodio (0,25 g en 1 m l )  ; l a  mezcla se c a l e n t 6  
con a g i t a c i d n  durante  60-90 minutos a 50-60°C; (el tiempo 
exacto  de reacci6n se determind por CCD, solvente  71 Una vez 
completada l a  reacciQn,  se f i l t r d  para sepa ra r  las  s a l e s  i n o r  
-
g6nicas y e l  f i l t r a d o  se e x t r a j o  con diclorometano, se secd 
sobre s u l f a t o  de sodio  anhidro y e l  so lvente  s e  evapor6 a p r e  
-
s i6n  reducida .  
Se obtuvo l a  mezcla de oximas s i n  y a n t i  de 13 (240 mg), 
-
s e g h  se observ6 por CCD ( s l l i c a g e l ;  so lvente  7; Rf = 0,4 y 
0,5; Rf13 = 0 ,65) .  
E l  product0 obtenido se d i s o l v i 6  e n  metanol (8 ml); se 
agreg6 una solucidn de hidrdxido de sodio  1 N (28 m l )  y alea-  
ciQn de Devarda ( 0 , 8  g) , l a  cua l  e s t aba  c o n s t i t u i d a  por 50% 
de Cu, 45% de A1 y 5% de Zn. Se a g i t d  durante 15 minutos; 
en e s e  perlodo l a  temperatura aument6 debido a que l a  reac- 
ci6n es exotgrmica. La mezcla de reacci6n se f i l t r 6  y e l  
producto se e x t r a j o  con Bter  e t f l i c o ;  la  f a s e  orgdnica s e  '1  
sec6 sobre s u l f a t o  de sodio anhidro,  s e  f i l t r 6  y se evapor6 
e l  solvente  a temperatura ambiente. E l  producto se r e c r i s t a -  
l i z 6  desde benceno. 
Se obtuvo 3- (aminornetill -indo1 (6)  (150 mg) homoggneo 
- 
por CCD ( s i l i c a g e l ,  so lvente  71, el  c u a l  se i d e n t i f i c 6  por 
EM y RMN de 'H y de 13c. Pf = 104-106' ( l i t e r a t u r a :  103-105' 
RMN-'H: en Tabla 18,  pdgina 174. 
RMN-13c: en Tabla 16, pdgina 168. 
Una mezcla de indol-3-carboxaldehido (13) (200 mg) y 
soluci6n acuosa de metilamina 25% p/v ( 4  m l )  , se calent6  
con agi tac i6n  a 45OC y se dej6  luego 4 horas  a temperatura 
ambiente con ag i t ac i6n .  E l  producto se e x t r a j o  directamente 
desde e l  bal6n de reacci6n con benceno; l a  f a s e  orgdnica se 
sec6 sobre s u l f a t o  de sodio  anhidro y e l  so lvente  se evapord 
a presi6n reducida.  Se obtuvo un a c e i t e  marrdn d e l  cua l  p re  
- 
c i p i t d  e l  producto dejdndolo en desecador a1  vac lo  sobre 
s u l f a t o  de c a l c i o  durante  una noche, 
Se obtuvo 3- (meti l iminometi l )  -indo1 ( 2 9 )  (190 mg) e l  
-
cua l  fue ca rac te r i zado  por E M  y RMN de 'H y de 13c. 
EM (m/z ,  % )  : 160 (M+, 18) ; 130 (M-HNCH3, 100) ; 103 (130-HCN, 
1 8 ) ;  77 (103-C2H2, 39) ; 51 (77-C2H2r 9) - 
1 RMN- H: en Tabla 18, pbgina 174. 
R M N - ~ ~ C :  en Tabla 17, pdgina 168. 
3- (metilaminometil) - indo1 (7)  . 
Mgtodo A: (con a leac i6n  de Devarda) . 
Se ensay6 l a  reducci6n de 29 con a leac i6n  de Devarda 
-
d e l  mismo mod0 que se r e a l i z d  l a  reducci6n de las  oximas in- 
te rmediar ias  en l a  s l n t e s i s  de 6 (pdgina 19 7) . No se obtuvo 
-
e l  producto deseado s i n 0  una mezcla de indol-3-carboxaldehido 
(13) y e l  producto de reducci6n de Gste, 3- (h id rox imet i l )  - 
-
indol  (171, s e g h  se determind por CCD ( so lven tes  7 y 10) . 
- 
Mgtodo B: (por  hidrogenacien c a t a l f t i c a .  
Se d i s o l v i Q  l a  imina (291 (180 mg) en metanol (50 m l )  y 
-
se agreg6 c a t a l i z a d o r  de Pd/C (10% de Pd) (15 mg); se hidro- 
gen6 4 8  horas  a 1 a t m  y temperatura ambiente. Se f i l t r d  e l  
c a t a l i z a d o r  y se evapor6 e l  so lvente  a temperatura ambiente. 
Se obtuvo 3- (metilaminometil)  -indo1 (7)  homoggneo por  CCD 
- 
(so lvente  2) (80 mg) , e l  cua l  fue carac ter izado por RMN-13c. 
62 Pf = 96-102OC ( l i t e r a t u r a  99-102OC 1 .  
R M N - ~ ~ C :  en Tabla 16, pdgina 169. 
V. 9. Ensayos de pro tecc i6n  d e l  grupo NH de indo l  y 6-bromoindol. 
-
. I. 
C : ,  I ; :  1 .  
Indol  (117 mg) se d i s o l v i 6  en THF ( 5  m l )  a -20°C; s e  
agregd una so luc i6n  1 ,6  M de n-BuLi en hexano (0,7 m l )  y s e  
l l e v 6  h a s t a  temperatura ambiente; se agreg6 entonces nueva - 
mente soluci6n de n-BuLi (1,6 M; 0 , 3  m l )  . 
La mezcla de reacci6n se e n f r i 6  h a s t a  O°C y se agreg6 
una soluci6n de c l o r u r o  de t r i m e t i l s i l i l o  (0 ,3  m l )  en THF 
(1 m l )  . Se de j 6  toda l a  noche a temperatura ambiente con 
ag i t ac i6n .  Se evapord e l  so lven te ,  obteni6ndose 1 - t r i m e t i l s i  -
l i l i n d o l  ( 2 1 )  - homoggneo por CCD ( so lven te  1 4 )  e l  cua l  fue 
13 
ca rac te r i zado  por RMN- C. 
R M N - ~ ~ C :  en Tabla 16, pdgina 168. 
Ensayo de obtenci6n de 1-trimetilsilil-6-bromoindol (22) .  - 
6-bromoindol (146 mg; 0 , 8  mmoles) se d i s o l v i d  en THF 
( 4  m l )  en atmesfera  de ni t rdgeno a -lO°C; se agregd una so- 
luc i6n  de n-BuLi en hexano (1,6 M; l m l )  y se l l e v 6  has ta  
temperatura ambiente , con ag i t ac i6n .  Se e n f r i 6  nuevamente 
h a s t a  -lO°C y se agregd una soluci6n de c lo ru ro  de t r i m e -  
t i l s i l i l o  (0 ,3  m l )  en THF (1 m l )  ; se de j 6  toda l a  noche a 
temperatura ambiente con ag i t ac i6n .  
E l  product0 s e  e x t r a j o  d e l  medio de reacci6n agregando 
aqua y luego 6 t e r  e t l l i c o .  La f a s e  e t 6 r e a  s e  sec6 sobre s u l  
- 
f a t o  de sodio anhidro,  se f i l t r d  y s e  evapor6 e l  solvente  
a pres i6n  reducida.  E l  res iduo obtenido se p u r i f i c 6  por CC 
( s l l i c a g e l ,  so lven te  de d e s a r r o l l o  hexano:benceno, 7:4) 
recuper6ndose e l  r eac t ivo .  
La reacci6n se r e p i t i 6  t rabajando a -78OC determinbn- 
dose por CCD (so lvente  1 4 )  que e l  producto deseado (Rf=0,8) 
se formaba en e l  sen0 de l a  reacci6n,  pero  que Qste s e  des  -
componla a 6-bromoindol (20) - (Rf=0,5) en l a  e t apa  de a i s l a  -
miento, a h  cuando s e  evapor6 directamente e l  solvente  des  -
de e l  baldn de reacci6n a presidn reducida o b a j o  c o r r i e n t e  
de nitr6geno. 
ReacciBn de l-trimetilsilil-6-bromoindol ( 2 2 )  - con n-but i l -  
l i t i o .  
6-bromoindol (20) (35 mg) s e  d i s o l v i d  en 6 t e r  e t f l i c o  
-
anhidro ( 2  m l )  en atm6sfera de ni t r6geno a -78OC, se agreg6 
n-BuLi ( 1 , 6  M; 0,5 m l )  y se dej6  c a l e n t a r  h a s t a  temperatura 
ambiente. Se e n f r i 6  nuevamente a -78OC y se agregd una -solu 
-
c i6n  de c loruro  de t r i m e t i l s i l i l o  (0.150 m l )  en 6 t e r  e t l l i c o  
(0 ,5  m l )  y s e  de j6  que l a  temperatura l l egue  a 25OC. Se vo l  
- 
v i 6  a e n f r i a r  a -78°C y se agreg6 l a  soluci6n de n-BuLi (1,6 
M; 0,5 m l f  y s e  mantuvo a esa temperatura durante  30 minutos. 
Se agregd entonces agua d e s t i l a d a  (1 m l )  y se e x t r a j o  con 
diclorometano. Se sec6  el solvente  sobre s u l f a t o  de sodio  
anhidro ,  se f i l t r 6  y evapor6 a presidn reducida.  Se obtuvo 
un producto ( 2 0  mg) que fue  i d e n t i f i c a d o  tentat ivamente por 
EM como 2-trimetilsilil-6-bromoindol (231. 
- 
EM: en Figura 13, p6gina 42.  
Experiencias con plantas 
de cebada enteras 
V. 1 0 .  Material v e g e t a l .  
Se u t i l i z a r o n  semillas de ffaadeum vulgake (cebada) de 
l a  v a r i e d a d  MAGNIF 102 INTA cosechadas d u r a n t e  1978 y 1979, 
pa ra  10s primeros  exper imentos ,  y en  1982 y 1984 para  10s 
Gltimos . E s t a  v a r i e d a d  de cebada ce rvece ra  f  ue d e s a r r o l l a d a  
por  e l  INTA y proviene  d e l  cruzamiento d e  l a  va r i edad  nac io  -
n a l  MATERIA HEDA con l a  va r i edad  nor teamer icana  QUINN, rea- 
l i z a d a  e n  1954. 
Luego de r e a l i z a d a s  du ran te  v a r i o s  aiios l a s  pruebas de 
r e s i s t e n c i a  a  enfermedades, pureza v a r i e t a l ,  rendimiento y 
c a l i d a d  i n d u s t r i a l ,  se d e c i d i 6  i n s c r i b i r  a esta var iedad en 
10s r e g i s t r o s  d e l  M i n i s t e r i o  de A g r i c u l t u r a  y Ganaderza de 
l a  Naci611, e n  1968, con e l  nombre de MAGNIF 102 INTA 113 
V. 11. Germinaci.611 de cebada,  
E l  c rec imien to  de las p l a n t a s  se r e a l i z e  en una c5mara 
de a c r f l i c o ,  con c i r c u l a c i 6 n  forzada de aire c a l i e n t e .  Su 
+ temperatura  i n t e r n a  se r egu l6  a  25O - 0,5OC en  e l  c e n t r o  de 
l a  cbmara, s i e n d o  l a  temperatura  en e l  n i v e l  i n f e r i o r  de 
L a s  p l a n t a s  r e c i b i e r o n  l u z  n a t u r a l ,  suplementada con 
dos tubos  f l u o r e s c e n t e s  Sylvania  Gro Lux de 20 w a t t  cada uno- 
Los c i c l o s  de l u z  y oscu r idad  se r egu la ron  mediante un r e l o j  
i n t e r r u p t o r  a 1 2  h o r a s  cada uno. 
L a s  semi l l a s  se e s t e r i l i z a r o n  pox inmersi6n en una 
so luc i6n  acuosa a 1  1 % de h i p o c l o r i t o  de c a l c i o  durante 40 
minutos y se sernbraron en arena  lavada y calcinada,  hume- 
decida con agua d e s t i l a d a .  A p a r t i r  d e l  cuar to  dfa  de desa -
r r o l l o ,  l a s  p l6n tu las  se regaron con una solucibn s a l i n a  
n u t r i e n t e  cuya composici6n se i n d i c 6  en l a  Tabla 4 ,  p5gina 
L a s  p l6n tu las  s e  mantuvieron en bande j a s  de p l d s t i c o  
en arena h a s t a  3-5 d f a s  an tes  de r e a l i z a r  10s experimentos 
de recoleccidn de 14c02 en que se pasaban a los f rascos  
correspondientes.  Cuando e l  o b j e t i v o  d e l  experiment0 fue  
a i s l a r  in termediar ios ,  g s t e  se rea l i zaba  directamente en 
l a s  bandejas,  teniendo previamente l a  precauci6n de s a c a r  
l a s  p lan tas  que no habfan desa r ro l l ado  bien y l a s  semi l l a s  
no germinadas, l a s  cua les  podian r e s u l t a r  fuentes  de conta  
- 
minacibn. 
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V . 1 2 .  Dosaje de gramina en p l a n t a s  de cebada en desa r ro l lo .  
Se h izo  germinar en  l a  c6mara de crecimiento en las  con 
- 
d ic iones  anter iormente d e s c r i p t a s ,  aproximadamente 3000 se- 
m i l l a s ,  l a s  cua les  s e  d i s t r ibuyeron  uniformemente sobre una 
capa de arena ca lc inada  y lavada con agua d e s t i l a d a ,  (aproxi  
- 
madamente 2 cm de e s p e s o r l ,  manteniendo una re lac i6n  de apro 
- 
ximadamente 1 ,6  g de arena por  s e m i l l a .  
Para determinar e l  contenido d e l  a l c a l o i d e  en l a s  
r a l c e s  s e  r e t i r a r o n  100-200 p l a n t a s  ( s e g t h  l a  determina- 
c i d n ) ,  a 10s 3 ,  4 ,  5, 7, 9 ,  11, 12,  19 y 26 d l a s  de ger- 
minacibn, y para  determinarlo en  p l a n t a s  e n t e r a s  s e  u t i l i  
-
zaron p l a n t a s  de cebada de 4 ,  7, 9 ,  11, 13, 15, 18, 2 1  y 
2 4  d l a s  de germinaci6n (30-40 p l a n t a s ) ,  
Las p l a n t a s  o r a l c e s  fueron maceradas con metanol: 
dcido c l o r h l d r i c o  (100: 1 , 2 )  en mortero,  l a  mezcla de ex- 
t r a c c i d n  se dej6  24 horas  en reposo a 4OC y s e  f i l t r 6 .  E l  
f i l t r a d o  se concentrd a presidn reducida h a s t a  aproxima- 
damente 70 m l  y s e  a l c a l i n i z b  h a s t a  pH 9 con soluci6n de 
hidrdxido de sodio 0 , l  N .  La soluci6n a l c a l i n a  s e  e x t r a j o  
exhaustivamente con diclorometano; l a  f a s e  orgdnica se 
sec6 sobre s u l f a t o  de magnesio y se evapor6 a sequedad 
obtenigndose l a  mezcla cruda de bases  ni t rogenadas,  
E l  res iduo seco se d i so lv id  en 0,5-1 m l  de metanol 
segfin l a  determinaci6n y l a  gramina se separ6 real izando 
una CCD bidimensional,  u t i l i z a n d o  sucesivamente 10s sol-  
ventes  de cromatografxa 1 y 2. En todos 10s casos s e  de- 
s a r r o l l a r o n  4 p lacas  de 0,25 mm de espesor  y s e  sembr6 100 
u l  de l a  soluci6n d e l  e x t r a c t 0  crudo en  cada una; para de 
- 
te rminar  l a  zona d e l  cromatograma correspondiente  a gramina 
(2) , se sembrb una q u i n t a  p laca  en condiciones i d s n t i c a s  a 
las  a n t e r i o r e s ,  l a  cua l  s e  r eve l6  con vapores de iodo. 
Para  a i s l a r  l a  gramina (5) se s e p a r 6  l a  s l l i c a g e l  
- 
co r re spond ien te  a l a  zona de d e s a r r o l l o  d e l  a l c a l o i d e  y 
se e x t r a j o  con metano1:dcido c l o r h l d r i c o  (100:1,2; 2 x 2,s  
m l )  . La so luc idn  de gramina ob ten ida  se u t i l i z b  pa ra  d e t e r  
-
minar s u  e s p e c t r o  de absorcifin u l t r a v i o l e t a  en e l  rango de 
320-230 nm, midiendo e n  todos  10s casos  l a  absorbancia  en 
e l  mdximo a 276 nm. Como b lanco  se u t i l i z d  una so luc i6n  ob 
-
t e n i d a  p o r  e l  mismo procedimiento de e x t r a c c i g n ,  per0  de 
zonas de  i g u a l  d rea  de l a  p l a c a  donde no se r e g i s t r 6  la p r e  
-
s e n c i a  de ningGn compuesto. 
Las so luc iones  de gramina p a r a  de te rminar  l a  curva de 
c a l i b r a c i b n  se prepararon por  d i l u c i o n e s  adecuadas de una 
so luc i6n  p a t r 6 n  que con ten la  0,1310 + 0,0002 g de gramina 
- 
d i s u e l t o s  en  10 m l  de metanol; 100 p 1  de  cada so luc i6n  se 
sembraron en  p l a c a s  p r e p a r a t i v a s  en condic iones  i d e n t i c a s  a 
l a s  d e s c r i p t a s  pa ra  l a  determinaci6n de gramina p re sen te  en 
las  p l a n t a s .  Los v a l o r e s  de concent rac i6n  de gramina (2) y 
de absorbanc ia  en e l  mdximo a 276 nm, se d e t a l l a n -  en l a  
Figura  30, p%gina 67. 
17.13. Determinacibn -de l a  c i n g t i c a  de absorc i6n  de gramina. 
Se t r a n s f i r i e r o n  100 p l a n t a s  de cebada de 6 d l a s  de de- 
s a r r o l l o  a vasos  de p r e c i p i t a d o s  de 50 m l  (2 p l a n t a s  en cada 
v a s o ) ,  10s c u a l e s  contenfan cada uno 10 g de a r ena  ca l c inada  
y l avada ,  manteni6ndolos siempre d e n t r o  de l a  csmara de cre- 
cimiento, 
En e l  momento adecuado (11 o 1 4  d l a s  de d e s a r r o l l o ) ,  
se agregd (cuidando de no t o c a r  10s t a l l o s  de l a s  pbntulas)  
6 
una solucidn de gramina-u-14c (5 ,8  x 10 dpm/mg: 33,6 ~ g )  
en l a  mlnima cant idad  de metanol (8  y l l evada  a volumen 
(10 m l )  en un matraz, con agua d e s t i l a d a .  Para determinar 
l a  recuperacien de l a  gramina desde l a  arena a d i f e r e n t e s  
tiempos, s e  u t i l i z a r o n  3 vasos conteniendo s d l o  arena (10 g) 
y gramina-a-14c (33.6 ug) , 10s c u a l e s  se u t i l i z a r o n  como con 
t r o l  . 
En e l  momento adecuado, las p l a n t a s  fueron removidas y 
l a  arena se e x t r a j o  con metano1:bcido c l o r h l d r i c o  (100: 1 ,2)  , 
Los e x t r a c t o s  fueron concentrados a presiBn reducida,  se di-  
luyeron con agua, se a j u s t 6  el  p H  a 9 con una soluci6n de 
hidrbxido de sodio  10% p/v y se e x t r a j e r o n  repetidamente con 
diclorometano:metanol ( 4  : 1) . E l  r e s iduo  obtenido en cada 
caso se mezcld con gramina f r l a  (1 mgl se d i s o l v i 6  en m e t a  
- 
no1 ( 0 , l  m l )  y se p u r i f i c 6  por CCD prepara t iva  ( s i l i c a g e l ;  
so lvente  1). 
La  zona d e l  cromatograma correspondiente  a gramina, se 
e x t r a j o  con metano1:bcido c l o r h l d r i c o  y se determin6 l a  ra- 
d iac t iv idad  en una a l l c u o t a  de l a  so luc i6n  de gramina obte- 
nida.  
V.14. ObtenciBn de l a s  curvas de degradaci6n de C-a y C-2 
de gramina a CO, 
L 
Plan tas  de cebada de 6 d l a s  de d e s a r r o l l o ,  fueron t r a n s  -
plantadas a un r e c i p i e n t e  de v i d r i o  con t a p a  hermgtica con 
dos conductos que permit lan respectivamente l a  en t rada  y l a  
s a l i d a  de a i r e .  En todos 10s casos ,  se u t i l i z a r o n  50 p lan tas  
y 250 g de arena.  La gramina-a-14~ o c~ramina-2-14c se diso l -  
v i6  en metanol y agua, como se i nd icd  en l a  p6gina 207. 
La soluc i6n  de gramina s e  suminis t r6  a l a s  p lan tas  por 
medio de una j e r inga  y un tubo delgado de p l 6 s t i c o  que se 
in t rodu jo  por  e l  conduct0 de e n t r a d a  de a i r e  h a s t a  l a  arena 
en que estaban sembradas l a s  p l a n t a s .  D e  e s t a  m i s m a  forma se 
regaron l a s  p l a n t a s  una vez por  dPa con soluci6n s a l i n a  de 
riego. E l  o r i f i c i o  de en t rada  de a i r e  se conect6 a un bombea 
- 
dor de diafragma (500 ml/min.) y e l  tubo de s a l i d a  s e  conec- 
t 6  a cua t ro  trampas para di6xido de carbon0 en serie, cada 
una de l a s  c u a l e s  contenla  una so luc i6n  sa turada  de hidr6xi- 
do de ba r io ,  recientemente preparada. 
La cant idad  exac ta  de r a d i a c t i v i d a d  suministrada s e  de- 
termin6 en cada caso  midiendo una a l l c u o t a  de 50 p 1  de l a  
solucidn de gramina-14~ que se u t i l i z a b a  en  l a  experiencia.  
Las so luc iones  de h idrexido  de ba r io  se cambiaron a i n  
- 
t e rva los  de tiempo adecuado y e l  carbonato de b a r i o  formado 
s e  f i l t r 6  y s e  sec6  en desecador a 1  vaclo durante  24 horas. 
Alfcuotas d e l  carbonato de b a r i o  obtenido en cada determina- 
cidn (3-6 mg) se suspendieron en 1 m l  de agua y 1 4  m l  de so- 
luc idn  cen te l l eadora  de dioxano(por exposici6n a u l t rasonido)  
y se agreg6 g e l i f i c a n t e  Cab-0-Sil (Cabot Inc)  (200 mg) , para  
e v i t a r  l a  decantacidn d e l  s8 l id0 ,  La r a d i a c t i v i d a d  se d e t e r  
mind directamente sobre l a s  suspensiones,  obteniendose de es 
-
te modo una e f i c i e n c i a  d e l  78%, s e g k  se determin6 con mues- 
tras s tandard  de 1 4 C 0  B a  procesadas en condiciones idsn t i cas .  3 
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V.15. Degradacidn de gramina-2- C por  p l a n t a s  de H. vu lgake .  
-
1 4  Inoculaci6n de gramina-2- C. 
Pldn tu las  de cebada de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  (230) cre- 
c i d a s  sobre arena en bandejas de p l b s t i c o ,  fueron inoculadas 
con una solucidn de gramina-2-14~ (5,2 x l o 6  dpm/mg) (5,17 
mg) en agua (10 m l ) ;  ( l a  cant idad e x a c t a  de radiac t iv idad  se 
determine en una a l l c u o t a  de la s o l u c i d n ) ,  
Recuperacidn de gramina-2-14~ no absorbida.  
Las p l a n t a s  se r e t i r a r o n  a1 cabo de 7 d l a s ,  mojando l a  
a rena  con agua d e s t i l a d a  y con ayuda de una espdtu la  para  
e v i t a r  l a  rup tu ra  de las r a k e s .  E s t a s  fueron lavadas tambi6n 
can agua directamente sobre las bande j as. La arena se e x t r a  jo 
con metanol : bcido c lo rh fd r i co  ( 100 : 1,2 1 y e s t e  e x t r a c t 0  se 
juntd con e l  agua remanente en l a  arena  y l a  agregada durante  
l a  separacidn de l a s  p lantas .  Se evapord a sequedad y se pro  
- 
cesd como se ind icd  en l a  pdgina 206 para  e l  a n d l i s i s  de l a  
gramina presente  en l a  arena. 
Extracci6n d e l  m a t e r i a l  v e a e t a l  . 
~l mate r i a l  vege ta l ,  s i n  s e c a r ,  fue  separado e n  r a l c e s  
y p a r t e  a6rea y ambas f r acc iones  fueron disgregadas en un 
mortero con ayuda de arena  lavada y ex t ra fdas  en Soxhlet. con 
metanol, renovando e l  solvente  cada 24 horas;  s e  cont ro l6  
l a  f i n a l i z a c i 6 n  de l a  ex t racc idn  por medici6n de l a  radiac- 
t i v i d a d  e x t r a l d a .  Los e x t r a c t o s  se lavaron con hexano has ta  
no mbs decoloraci6n de l a  f a s e  metanblica;  e l  metanol s e  eva 
-
por6 a presi6n reducida y se guard6 h a s t a  s u  uso a 4OC en 
oscuridad y atm6sfera de ni t r6geno.  
E l  material vege ta l  no e x t r a l b l e  con metanol se e x t r a j o  
con agua en forma s i m i l a r ,  y 10s e x t r a c t o s  acuosos se l i o f i -  
l i z a r o n  y guardaron h a s t a  s u  uso en oscuridad,  a 4°C.  En todos 
10s casos,  se determi116 l a  r a d i a c t i v i d a d  sobre a l l c u o t a s  de 
10s e x t r a c t o s ,  y l a  ex t racc i6n  se f i n a l i z b  cuando l a  radiac- 
t i v i d a d  encontrada e r a  desprec iable  respecto  a l a  del e x t r a c t 0  
a n t e r i o r .  
Disgregacidn d e l  m a t e r i a l  vege ta l  insoluble .  
Allcuotas  d e l  m a t e r i a l  vege ta l  de r a l c e s  (10 mg) y t a l l o s  
(13 mg) no e x t r a l b l e s  con metanol n i  agua se t r a t a r o n  con pro 
- 
t o s o l  (1 m l )  durante  3 horas  a 50 OC, con ag i t ac idn  ocasional;  
se agregaron 15  m l  de solucidn cen te l l eadora  de tolueno y se 
guard6 en oscuridad a 4OC durante  2 d l a s  (para e v i t a r  l a  foto- 
luminiscencia) a n t e s  de medir l a  r ad iac t iv idad .  
- - 
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Aislamiento d e l  t r i p t o f a n o  de pro te lnas .  
E l  m a t e r i a l  vege ta l  insoluble  en metanol y agua fue l i o  -
f i l i z a d o ;  e l  r e s iduo  obtenido de r a f c e s  y t a l l o s ,  separadamen 
t e  (0,15 g) se t r a t 6  con hidr6xido de b a r i o  h idra tado (1,87 g) 
y aqua d e s t i l a d a  ( 2 1  m l )  y se ca len td  en un tubo cerrado a 
125OC durante  24 horas .  La suspensi6n r e s u l t a n t e  se l l ev6  a 
pH 5-6 con dcido s u l f d r i c o  2 N y se separd e l  prec ip i t ado  de 
s u l f a t o  de b a r i o  por  centr i fugaci6n.  E l  sobrenadante se l i o -  
f i l i z 6  durante  2 4  horas ,  obtenidndose un p r e c i p i t a d o  blanco 
que contenfa 10s aminodcidos (aproximadarnente 20 mg) . 
E l  e x t r a c t 0  de aminodcidos se  d i s o l v i 6  en agua a l c a l i n i -  
zada con amonlaco (0,3 m l )  y s e  s e e r 6  e n  cada caso una a l l -  
cuota ( 0 , l  m l )  para l a  separaci6n por CCD prepara t iva  (so lven  
t e  3 ) .  Otra a l f c u o t a  ( 0 , l  m l )  se u t i l i z 6  para  los ensayos de 
rad iac t iv idad .  E l  cromatograma obtenido se separ6 en tres zo- 
nas: l a  que contenfa  t r i p t o f a n o  ( R f  0,8) , l a  p a r t e  super ior  
y l a  p a r t e  i n f e r i o r .  
Los aminodcidos presentes  en l a  silica se eluyeron con 
agua ( 3  x 2 m l ) ,  l a  so luc i6n  se l i o f i l i z d  y s e  determine la 
r ad iac t iv idad .  
Antes de  r e a l i z a r  l a  CCD prepara t iva ,  se ensayaron para 
la separacidn de aminodcidos 10s so lven tes  4 y 5, 10s cua les  
no fueron u t i l i z a d o s  posteriormente.  
Procesamiento de 10s e x t r a c t o s  . 
Los e x t r a c t o s  metan6licos de r a l c e s  y t a l l o s  se cromato- 
graf ia ron  separadamente en columna de s l l i c a g e l ,  eluyendo 
con diclorometano y mezclas de diclorometano:metanol de po- 
l a r i d a d  c rec ien te .  Los e l u a t o s  se anal izaron  por CCD (sol-  
ventes  1, 6 ,  8 y 10) y l a s  f racc iones  que contenfan l a s  m i s  -
mas sus tanc ias  se juntaron y ensayaron por r ad iac t iv idad .  
V. 16. E x ~ e r i e n c i a s  con aramina-a-13c. 
Experiencia con t ro l .  
P lan tas  de cebada de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  (410) d i s t r i  
- 
buidas en bandejas de p l d s t i c o  (360) y en e l  f r a s c o  desc r ip to  
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en V.14 para l a  determinaci6n d e l  C 0 2  expel ido por  l a s  m i s  
- 
mas (501, fueron inoculadas con una soluci6n que contenla  
6 gramina-a-14~ (5 ,8  x 10 dpm/mg; 1.5 mgl y gramina f r l a  (6,5 
mg) en l a  cant idad  mlnima de metanol y soluciBn s a l i n a  de 
r i ego  (25 m l ) .  Con l a s  p lan tas  colocadas en el  f r a s c o  se de- 
termine l a  r a d i a c t i v i d a d  evolucionada en e l  C02 expel ido  en 
l a  m i s m a  forma que s e  d e s c r i b i b  en V.14.  
Despugs de 40 horas  l a s  p lan tas  s e  cosecharon en l a  f o r  
- 
m a  h a b i t u a l ,  s e  cor taron  en pequeiios t rozos  y se e x t r a j e r o n  
con metanol a 10°C en atmesfera de ni t rbgeno,  u t i l i z a n d o  una 
l icuadora  y centr i fugando despugs de cada ex t racc i6n  a O°C, 
h a s t a  que l a s  f racc iones  obtenidas presentaban un va lo r  de 
r ad iac t iv idad  desprec iable ,  Los e x t r a c t o s  metan6licos se jun 
- 
t a ron ,  evaporaron a presi6n reducida h a s t a  un v o l h e n  de 
aproximadamente 50 m l  y s e  lavaron con hexano h a s t a  no m6s 
decoloraci6n. Se determin6 l a  r a d i a c t i v i d a d  en cada e x t r a c  
-
t o ;  e l  metanol fue  evaporado a pres i6n  reducida y e l  resi- 
duo s 6 l i d o  s e  guard6 en oscuridad y atm6sfera de ni t rdgeno 
a 4OC. 
E l  m a t e r i a l  v e g e t a l  inso lub le  en metanol, se e x t r a j o  
en  forma s i m i l a r  con agua y el  agua se el imin6 por l i o f i l i  
-
zacidn. La  arena y e l  agua de r i ego  remanente se procesa- 
ron en l a  forma h a b i t u a l ,  d e s c r i p t a  en V.13. 
E l  e x t r a c t o  metandlico se d i s o l v i d  en C13CD:CD30D (1:l) 
( 4  m l )  y se determind e l  espec t ro  de R M N - ~ ~ C ;  e l  insoluble  
s e  d i so lv id  en agua (3  m l )  (con ayuda de ul t rasonido)  y s e  
junt6 con e l  e x t r a c t o  acuoso obtenido desde l a s  p lantas ;  s e  
agreg6 D20 (1 m l ) ,  se vo lv i6  a a p l i c a r  u l t r a son ido  para com 
- 
p l e t a r  l a  d i so luc idn  y se determind e l  e spec t ro  de R M N - ~ ~ C  
de e s a  f racc i6n .  Se tom6 una a l i c u o t a  (50 pl) de cada e x t r a c  
- 
t o  para ensayar  l a  r ad iac t iv idad .  (Los espec t ros  obtenidos 
s e  u t i l i z a r o n  como blancos para  s u  comparaci6n con 10s obte  
- 
nidos con cjramina-a-13c) . 
E l  e x t r a c t o  C13CD:CD30D sobre e l  que se deterniinbel 
e spec t ro  de R M N - ~ ~ C  se evapor6 a sequedad a presidn reducida; 
se agreg6 metanol (50 m l )  y se dejd una noche a -lO°C. E l  
prec ip i tado  se desca r t6  y e l  f i l t r a d o  s e  concentrd a 1  vacio,  
s e  l l e v 6  a 1 0  m l  con metanol y se e x t r a j o  dos veces con ben 
- 
ceno (30 y 15 m l ) .  Los e x t r a c t o s  combinados s e  evaporaron 
a sequedad y e l  r e s iduo  s e  e x t r a j o  con benceno:metanol (20:11 
(5  x 0,5 m l ) .  
La mues t r a  prepur i f  icada ob t e n i d a  se concentrd 
h a s t a  0,5-1 m l  y se cromatografid en una c o l m a  de s i l i c a  
-
ge l  eluyendo con benceno:metanol (20:l) (30 m l ) ,  ( f racc idn  
I)  ; luego con benceno:metanol (15: 1) (30 m l )  , ( f racc ibn  11) , 
y finalmente con 6 t e r  etl1ico:metanol:agua (30: 10: 1) (35 m l )  
( f racc idn  111) 84.  Se tomaron a l f c u o t a s  de cada f racc idn  pa- 
ra de terminar  r ad iac t iv idad .  
E l  e x t r a c t o  metandlico no e x t r a f b l e  con benceno s e  
evapord a  sequedad, s e  d i so lv id  en n-butanol (5 m l )  y se 
e x t r a j o  con agua sa tu rada  con n-butanol (10 m l ) ;  se tom6 
una a l f c u o t a  de cada f racc i6n  para ensayar  radiac t iv idad .  
Los e x t r a c t o s  se evaporaron a  sequedad a  presi6n redu 
- 
cida .  E l  r e s iduo  de l a  f a s e  butan6l ica  se cromatografi6 en 
columna de s l l i c a g e l  en l a  forma d e s c r i p t a  en  l a  p6gina 
210 para l a  p u r i f i c a c i d n  de gramina ( 5 ) .  
- 
E l  e x t r a c t o  acuoso se tom6 con 1 m l  de agua y se s e m  
- 
braron t r e s  p lacas  de  CCD (0,25 mm) ( so lven te  11) ( 0 , l  m l  
en cada una) con t e s t i g o s  de aminodcidos ( a rg in ina ,  g l i c i  
- 
na, dcido a s p d r t i c o  y t r i p t o f a n o )  y az6cares  (glucosa y 
r a f  inosa) ; una de l a s  cromatoplacas se de jd que impresio- 
nara un papel fo togr6f i co  (165-1454-X-OMAT XAR-5 Film, 8" 
x 10", Kodak) durante  7 d l a s ,  a  temperatura de 4°C. Las 
o t r a s  dos p lacas  se u t i l i z a r o n  con f i n e s  de iden t i f i cac ibn ;  
fueron reveladas con n inh id r ina  y con anisaldehido/sulfCrico 
respectivamente . " .  
Experiencia con yramina- a-13c. 
P lan tas  de 11 d i a s  de d e s a r r o l l o  (380) d i s t r i b u i d a s  
en bandejas de p l d s t i c o ,  fueron inoculadas con una solu- 
cidn que contenla  gramina-a-13c (8 mg) en la  cant idad mf- 
nima de metanol y soluci6n s a l i n a  de r i e g o  (25 m l ) .  bas 
mismas fueron procesadas en l a  forma que se desc r ib i6  pa- 
r a  l a  exper i enc ia  c o n t r o l  (pdgina 2 1 1 )  para  l a  determina- 
ci6n de 10s e s p e c t r o s  de R M N - ~ ~ C  de 10s e x t r a c t o s  de 
V. 17.  Experiencias  de competencia y captura.  
- 
Para l a  r e a l i z a c i 6 n  de estas exper iencias  se procedi6 
en forma s i m i l a r  a l a  determinacign de l a  r ad iac t iv idad  en 
e l  C 0 2  expel ido  por  las p l a n t a s  a p a r t i r  de l a  administra- 
c i6n de gramina r a d i a c t i v a  (secci6n V, 1 4  1 , 
Los compues t o s  3- (h idroximet i l )  -indo1 ( 1 7 )  , indol- 3- 
-
carboxaldehido (13) y dcido indol-3-carboxllico ( 1 4  1 (1 mg 
- -
de cada uno) se d i so lv ie ron  en  l a  mlnima cant idad  de meta- 
no1 y agua ( 4  m l )  conteniendo Tween 20. L a s  soluciones de 
e s t o s  compuestos se agregaron en l a  m i s m a  forma que l a  s o l u  
- 
cidn de c ~ r a m i n a - a - l ~ ~ ,  48 horas  despues d e l  agregado d e l  
t razador .  Los compuestos L-tr iptofano (11) , formiato de so- 
- 
d io  y Bcido N-formilantranl l ico (32 1 se agregaron d i s u e l t o s  
-
en agua (1 mg en 4 m l ,  cada vez l ,  a las  54 horas  (11) o a 
- 
l a s  80 horas  (32 - y formiato)  de h a b e r l e s  suministrado a 
En l a  exper i enc ia  en que se recuperd indol-3-carboxal - 
dehido (13) - desde l a s  p lan tas ,  d s t a s  se e x t r a j e r o n  con me- 
tan01 y l a  f a s e  metan6lica se procesd como se indic6  en 
V.16 (pbgina 2 1 2 ) .  Cada f racc i6n  de l a  columna cromatogrd- 
fica ( indicadas  con 10s n k r o s I I ; ,  I1 y I11 en l a  pbgina 
213) se ensayd por r ad iac t iv idad .  Se agregd indol-3-carbo- 
xaldehido f r f o  a l a  f r acc idn  I (20 mg) se evapor6 e l  sol-  
vente a sequedad a pres idn  reducida y e l  residuo obtenido 
( fundamentalmente - 13) se r e c r i s t a l i z d  desde e tano l  has ta  
ac t iv idad  constante  (5600 dpm/mg) . 
A 1  f i n a l i z a r  l a  exper iencia  en que s e  ensay6 e l  dcido 
N-formilantranf l i c o  (32) - , las p lan tas  se ex t ra je ron  con 
metanol, se agregd e l  compuesto - 32 f r l o  (20 mg), s e  evapord 
e l  solvente  a pres i6n  reducida y e l  res iduo (fundamental- 
mente - 32) s e  r e c r i s t a l i z d  tres. veces desde agua. E l  produc 
. -4 
r, . 
. , '. t o  obtenido present6  una ac t iv idad  de 1450 dpm/mg. . I  ,: 
r 
V. 18. Experiencias  con ind01-3-carboxaldehido-2-~~~ y dcido 
Determinacien de l a  velocidad de degradacidn d e l  C-2 de indol-  
y dcido indol- 3-carboxl l ico 
La determinacidn de l a  curva de evolucidn de 14c02 a 
p a r t i r  de indol-  3-carboxaldehido-2- 14c o Bcido indol- 3-carboxl 
- 
lico-2-14c, se rea l i za ron  en l a  m i s m a  forma que l a s  d e s c r i e  
t a s  para  gramina-14~ (p8gina 207). En todos  10s casos se u t i  
-
l i z a r o n  p l a n t a s  de cebada de 1 4  d l a s  de d e s a r r o l l o  (501, y 
e l  aldehido (13) (1 mg; 1 , 7  x l o 6  dpm/mg) o e l  Bcido (14) 
-
(1 mg; 2 , l  x l o 6  dpm/mg) s e  suminis traron d i s u e l t o s  en l a  
cant idad minima de metanol y agua (1 m l )  conteniendo Tween 
20. Los r e s u l t a d o s  obtenidos se resumen en l a  Figura 48 ,  
pdgina 126. 
ExtracciQn d e l  ma te r i a l  vegeta l  y l a  arena.  
A 1  f i n a l i z a r  l a s  exper iencias  a n t e r i o r e s ,  las p lan tas  
fueron separadas en r a f c e s  y p a r t e  agrea ,  y e x t r a i d a s  separa 
-
damente con metanol en una l icuadora ,  b a j o  atm6sfera de ni-  
trbgeno. E l  e x t r a c t o  metan6lico se lavb  con hexano. La arena 
s e  e x t r a j o  con metanol y e l  e x t r a c t o  obtenido se juntQ con 
e l  agua de r i e g o  remanente. Se tomaron a l l c u o t a s  de cada 
f racc i6n  para 10s ensayos de r a d i a c t i v i d a d  (Tablas 8 y 10, 
psginas 116 y 126, respectivamente) . 
Los e x t r a c t o s  se concentraron a p res i6n  reducida h a s t a  
un volumen de 3-5 m l  y s e  tomaron a l l c u o t a s  para  r e a l i z a r  
CCD ( s f l i c a g e l ;  so lventes  1 y 1 0 ) .  Las d i f e r e n t e s  zonas d e l  
cromatograma donde s e  de tec taron  s u s t a n c i a s  ( reveladas  a 1  W 
- 254 nm, y/o con reac t ivo  de Ehr l ich)  fueron cor tadas  y e l u i  
- 
das con metanol , determin6ndose l a  r a d i a c t i v i d a d .  Las zonas 
de 10s cromatogramas correspondientes a gramina (51,  indol- 
- 
3-carboxaldehido (13) - y dcido indol-3-carboxf l i c o  ( 1 4 )  - s e  
determinaron por  comparacidn con muestras  au tgnt icas .  La 
rad iac t iv idad  p r e s e n t e  en cada uno de e s t o s  compuestos se 
i n d i c a  en l a  Tabla 8, pdgina 116. 
Aislamiento e i d e n t i f i c a c i d n  de gramina y dcido indol-3- 
ca rbox l l i co  a p a r t i r  de indol- 3-carboxaldehido-2-14c. 
Se u t i l i z a r o n  800 p lan tas  de cebada de 1 4  dfas  de 
d e s a r r o l l o ,  50 de l a s  cua les  se colocaron en un f r a sco  
adecuado para  l a  determinacidn de114m2 expel ido,  (psgina 
20 7) . Se sumin i s t r6  una solucidn que contenia  indol-3-car 
- 
boxa ldeh id0-2- '~~  (5,5 mg; 1.7 x l o 6  dpm/mg) e indol-3-car - 
boxaldehido (15 mg) en l a  mlnima can t idad  de metanol y 
agua (10 m l ) .  
A las  78 horas  de adminis t rar  e l  t r azador  l a s  p lan tas  
s e  procesaron como se indicd en l a  pdgina 217. E l  e x t r a c t o  
metandlico obtenido  se procesd s iguiendo e l  procedimiento 
de ~ a ~ n u s ~ ~  d e s c r i p t o  en l a  pdgina 213, y el e x t r a c t o  me- 
t a n d l i c o  remanente se crornatografi6 en columna de s l l i c a g e l  
u t i l i z a n d o  como so lven tes  diclorometano y mezclas de diclo-  
rometano :me tan01 de polar idad c r e c i e n t e  . Los e lua tos  obte- 
nidos en l a s  dos CC se ensayaron por  r ad iac t iv idad ;  a l l c u o  
- 
t a s  de 10s mismos s e  cromatografiaron en CCD ( s i l i c a g e l ;  
so lventes  1 y 10) y l a s  cromatoplacas se revelaron por ex- 
posici6n a l a  l u z  W ( 2 5 4  nm) y/o con e l  r e a c t i v o  de Ehr l ich ,  
cont ra  t e s t i g o s  de gramina ( 5 )  , indol-3-carboxaldehido (13) 
- - 
y dcido indol-3-carboxl l ico (14) - au tgn t i cos  . 
" '  
L 
Las f racc iones  que contenfan e s t o s  compuestos fueron 
evaporadas a sequedad, tomadas con metanol (0,5 m l )  y analL 
zadas por CLAR prepara t iva  (columna Al l t ech  R-Sil 18 EL 
10 pm, 500 x 10 mm D I ;  1 ml/min. ; solvente  agua:etanol:dcido 
ac8 t i co  g l a c i a l ,  79:20:1; tr5: P1,5 min., trI3:20,4 lain., 
- 
-- 
 
tr14: 1 2  min. 1 . Las f racc iones  obtenidas en CLAR cuyos t i e m -  
- 
pos de re tenci8n  ( tr)  coincidfan con 10s de 10s compuestos 
5, 13  y 1 4 ,  s e  evaporaron a presidn reducida,  l i o f i l i z a r o n  
- - -
y anal izaron  por espect rometr la  de masas. L o s  EM obtenidos 
eran  coinc identes  con 10s de gramina (5)  , indol-3-carboxal- 
- 
dehido (13) y dcido indol-3-carboxllico.  
- 
La rad iac t iv idad  p resen te  en cada una de e s t a s  sustan- 
c i a s  fue de: gramina: 140250 dpm ( t a l l o s ) ;  indol-3-carboxal 
- 
dehido: 74800 dpm ( t a l l o s )  y 383350 dpm ( r a f c e s )  y dcido 
indol-3-carboxllico: 785400 dpm ( r a l c e s )  . Las incorporaciones 
abso lu tas  en cada uno de 10s compuestos a i s l a d o s  s e  resumen 
en l a  Tabla 9 ,  p%gina 122. 
V.19. Experiencias  con t a l l o s  de cebada. 
Determinaci6n de l a  velocidad de absorcibn. 
P l a n t a s  de cebada de 1 4  d l a s  de d e s a r r o l l o  (200) se reti  
- 
raron desde l a  arena en que crec ieron ,  se cor taron  l a s  s e m i l l a s  
con l a  razz ,  y 10s t a l l o s  se colocaron en  un c r i s t a l i z a d o r  
de 500 m l ,  e l  cua l  contenia  una so luc idn  de gramina-2-14~ 
6 (5,2 x 10 dpm/mg; 3,9 mg) en b u f f e r  f o s f a t o  0 ,5  M, pH 6,8 
(80 m l )  , so rba to  de po tas io  (0,3% p/v) , ampic i l ina  (100 uni -
dades por m l )  y mercaptoetanol 110 mM),  de mod0 que s6 lo  l a  
base de 10s t a l l o s  quedaba dent ro  de l a  so luc idn  tamponizada. 
Se tomaron a l l c u o t a s  (100 p11  d e l  b u f f e r  a 1  momento de 
colocar  10s t a l l o s  (tiempo 0) , a las 21, 39, 54 y 7 1  horas. 
ExtracciBn de 10s t a l l o s .  
Ensayos con m a t e r i a l  inactive. 
Plantas  de cebada de 1 4  d i a s  de d e s a r r o l l o  (300) se pro  
-
cesaron como s e  ind ic6  m6s a r r i b a ;  e l  b u f f e r  contenla grami- 
na ( 6  mg). A l a s  40  horas ,  10s t a l l o s  se cor ta ron  en t rozos  
y s e  ex t ra je ron  con metanol en una l i c u a d o r a  (5  x 20. m l )  . 
E l  e x t r a c t 0  metan6lico se evapord a sequedad a presi6n redu 
- 
c ida ,  s e  tom6 con metanol (2  m l l  y se cromatografid en una 
c o l w a  de Sephadex LH 20 [solvente:  metanol) , recogiendo 
fracciones de 2 m l  cada vez (volumen muerto: 10 m l ) .  
A p a r t i r  de l a  qu in ta  f r acc i6n  comenzaron a e l u i r  pro- 
ductos coloreados; a p a r t i r  de l a  f r acc i6n  1 4  comenz6 a e l u i r  
gramina (5)  como Gnico compuesto i n d 6 l i c o  h a s t a  l a  f racc i6n  
- 
18; e n t r e  las  f racc iones  19 y 23 e l u l a n  juntos gramina y t r i ~  
tofano (11) y a p a r t i r  de l a  24 h a s t a  l a  28, e l u l a  s61o t r i p -  
- 
t o f  ano como compues t o  ind6 l i co  ( s e g h  se determinaba revelan- 
do l a s  CCD obtenidas  desde las f r acc iones ,  so lven te  1 2 ,  con 
- .- 
. . 
_ . - -  .. 8 
e l  r eac t ivo  de E h r l i c h ) .  Las mezclas obtenidas  en las f rac-  
c iones 19 a 23 s e  separaron por  sucesivos p a s a j e s  a t r avgs  
de l a  colurnna de Sephadex LH 20. 
Procesamiento d e l  m a t e r i a l  r ad iac t ivo .  
Se u t i l i z a r o n  p l a n t a s  de cebada de 1 4  d f a s  de desarro- 
110 (700) y una so luc i6n  tamponizada que contenla  gramina- 
l a s  mismas condiciones que las  d e s c r i p t a s  p a r a  l a  determina 
-
ci6n de l a  velocidad de absorci6n del a l c a l o i d e  (pdgina 21'8). 
A 1  cabo de 40 horas ,  10s t a l l o s  fueron e x t r a l d o s  con metanol, 
e l  e x t r a c t 0  metan6lico s e  l av6  con hexano ( l a  f a s e  de hexano 
r e s u l t 6  i n a c t i v a )  y se proces6 en l a  misma forma que se i n d i  
- 
c6 para e l  ensayo con mate r i a l  inac t ivo .  
L a s  f r acc iones  obtenidas  s e  anal izaron  por  CCD (sllica- - 
gel ;  so lven tes  1, 10 y 12) y s e  revelaron por  exposici6n a 
l a  luz  W (254 nm), con vapores de iodo o con e l  r e a c t i v o  de 
Ehrl ich;  l a s  f r acc iones  r a d i a c t i v a s  que r e s u l t a r o n  i d e n t i c a s  
por CCD s e  juntaron. Las f racc iones  que contenlan gramina (5) 
(10000 dpm; 120 1.111 y l a s  que contenlan t r i p t o f a n o  (11) (5000 
- 
dpm; 120 1.111, se sexbaron en una cromatoplaca ( s i l i c a g e l ,  10 
x 10 cm; so lvente  1 2 1  junto a t e s t i g o s  de gramina-2-14c (10000 
dpm) d i l u i d a  con gramina f r i a  y t r i p t o f a n o  (Rf =0,2; Rftri= g r a  
0,7)  ; e l  cromatograma obtenido se a d h i r i 6  a una p laca  fotogrd- 
f i c a  y se de j6  impresionar durante 5 dfas ,  a1 cab0 de 10s 
cua les  se r eve l6  e l  papel fo togr%f ico  (165-1454-X-OMAT 
XAR-5 Film, 8" x l o " ,  Kodak). 
E l  e x t r a c t 0  metan6lico que contenla  gramina (5)  se 
- 
evapor6 a sequedad a presidn reducida y se p u r i f i c 6  por CC. 
con0 se i n d i c 6  en l a  secci6n V.15, p%gina 210. La fracci6n 
de e luc idn  correspondiente  a gramina (5.8 x l o 6  dpm) fue 
ana l i zada  por CCD ( s l l i c a g e l ;  so lvente  1) , CLAR y Elul, en 
l a s  m i s m a s  condiciones que se desc r ib ie ron  en  l a  seccidn 
V. 18 (p6gina 218) 
V.20. Experiencias  con gramina marcada en e l  a n i l l o  bencg- 
nico.  
3 Experiencia p i l o t o  con gramina- 6- H . 
P l a n t a s  de cebada de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  (130) coloca 
- 
das en un c r i s t a l i z a d o r  de 1000 m l  en a rena  lavada y c a l c i n a  
- 
da, fueron suplementadas con una so luc idn  que contenfa grami 
-
6 
n a - 6 - 3 ~  (5,4 x 10 dpm/mg; 2.2 mg) en l a  mlnima cantidad de 
metanol y agua (10 m l l  , en l a  misma forma que se indicd en 
V. 1 3  (pbgina 206) . 
A 1  cab0 de 7 d l a s  l a s  p lan tas  s e  cosecharon, s e  separa- 
ron en r a f c e s  y p a r t e  agrea,  y las f r acc iones  se ex t ra je ron  
separadamente con metanol (primer0 en f r l o ,  en un mortero, 
y poster iormente a temperatura de e b u l l i c i 6 n  en un e x t r a c t o r  
Soxhlet)  . E l  solvente  s e  cambi6 cada 2 4  horas  y en ias frac-  
ciones obtenidas  se determin6 rad iac t iv idad ;  l a  extracci6n 
s e  f i n a l i z e  cuando l a  f racc i6n  obtenida  contenla  r a d i a c t i  
-
vidad desprec iable  f r e n t e  a l a  inmediata a n t e r i o r .  La a r e  
-
na se e x t r a j o  sucesivamente con metanol y metano1:bcido 
c l o r h l d r i c o  (100:1,2); 10s e x t r a c t o s  obtenidos y e l  agua 
de r i e g o  remanente a l  f i n a l i z a r  l a  exper iencia  se ensa- 
yaron por r ad iac t iv idad .  
Una f racc i6n  d e l  e x t r a c t o  metano1:bcido c l o r h l d r i c o  
se n e u t r a l i z 6  con bicarbonato de sodio  y se a n a l i z 6  por 
CCD ( s l l i c a g e l )  rea l izando dos d e s a r r o l l o s  sucesivos con 
10s so lven tes  13 y 1. E l  cr0,matograma obtenido s e  revel6 
por exposici6n a l a  luz  W (254 nm); l a s  zonas correspon 
- 
d i e n t e s  a gramina (5) y Scido a n t r a n l l i c o  (30) se cortaron 
- - 
y desorbieron desde l a  s l l i c a  con metanol; 10s e x t r a c t o s  
obtenidos se ensayaron por r ad iac t iv idad .  
P . "  I 
- .  .I . I  Los e x t r a c t o s  metandlicos de t a l l o s  y razces ,  s e  la- 
r, - ' .. 
. . 
varon separadamente con hexano h a s t a  no m6s decoloraci6n, 
y 10s e x t r a c t o s  obtenidos se ensayaron por radiac t iv idad .  
Los e x t r a c t o s  metan6licos se concentraron a presidn 
reducida h a s t a  un volumen de aproximadamente 5 m l ;  alfcuo- 
t a s  de 10s mismos se cromatografiaron en l a  forma indicada 
anter iormente para e l  e x t r a c t o  proveniente  de l a  arena,  ex 
- 
-. cepto que se c o r t 6  e l  cromatograma desde l a  zona de desa- 
r r o l l o  d e l  Scido a n t r a n l l i c o  (30) (Rf=0,7) despugs d e l  de- 
-
s a r r o l l o  en e l  solvente  13. 
Los e x t r a c t o s  provenientes de l a  arena y e l  agua de 
r i e g o  remanente, se juntaron,  se agregd gramina f r l a  (30 mg), 
se a j u s t 6  a pH 9 con soluci6n de hidr6xido de sodio 0 , l  N 
y s e  e x t r a j o  con diclorometano. L a  f a s e  de diclorometano 
se proces6 en l a  forma indicada  en V.13 para l a  recupera- 
c idn  de l a  gramina desde l a  arena.  
E l  e x t r a c t o  metan6lico acuoso se l l e v 6  a pa 5 con b c i  
-
do c l o r h l d r i c o  d i l u i d o  y se e x t r a j o  nuevamente con d i c l o r o  
-
metano; se tomaron a l5cuotas  de cada e x t r a c t o  para ensayar  
r ad iac t iv idad .  Una f racc i6n  d e l  e x t r a c t o  acuoso r e s u l t a n t e  
se l l e v 6  a pH 7 con bicarbonato de sod io  y s e  l i o f i l i z d  
recogiendo e l  agua de l i o f i l i z a c i 6 n  en un bal6n, a -20°C. 
E l  agua obtenida s e  ensay6 por r ad iac t iv idad .  
Los re su l t ados  obtenidos se i nd ican  en l a  Figura 4 9 ,  
p%gina 138. 
H i d r 6 l i s i s  6cida d e l  e x t r a c t o  de r a l c e s .  
Una a l l c u o t a  d e l  e x t r a c t o  metan6lico de raxces (0,2 ml) 
y Scido c l o r h l d r i c o  concentrado (0.02 m l )  se calent6  3 horas  
a 70°C en tubo cerrado. E l  l l q u i d o  obtenido s e  a j u s t b  a p H  
5 con bicarbonato de sodio y se separ6 por CCD de la  m i s m a  
forma que s e  ind ic6  anter iormente para  10s e x t r a c t o s  m e t a -  
n d l i c o s  de t a l l o s  y r a l c e s  (p6gina 222) - Se c o r t 6  e l  croma- 
tograma en d i f e r e n t e s  zonas, se desorbieron las sus tanc ias  
desde l a  s l l i c a g e l  con metanol y s e  ensayaron por r a d i a c t i -  
vidad. Los re su l t ados  s e  resumen en l a  Figura 49. 
Andl is i s  d e l  material vege ta l  insoluble .  
Determinaci6n de l a  r a d i a c t i v i d a d  en 10s e x t r a c t o s .  
E l  m a t e r i a l  vegeta l  no e x t r a l b l e  con metanol provenien 
-
t e  de r a l c e s  (25  mg) o de t a l l o s  ( 2 3  mg) se t r a t d  con h idrd  
-
xido de hyamine (1 m l )  y s e  de j6  durante 3 horas  a 60°C, con 
agi tac i6n  ocasional .  Se agreg6 solucidn cente l leadora  de to- 
lueno ( 1 4  m l )  , se guard6 durante  2 d l a s  a 4°C en oscuridad y 
s e  midi6 l a  r ad iac t iv idad .  ' ( ~ ~ g u r a  49, p%gina 138). 
H i d r Q l i s i s  a l c a l i n a .  
Mater ial  vegeta l  inso lub le  de r a l c e s  o t a l l o s  (0,15 g) 
s e  procesaron como se i nd ic6  en V.15 para e l  ais lamiento de 
t r i p t o f a n o  (11). Una a l l c u o t a  d e l  product0 de h i d r 6 l i s i s  
- 
crude se ensay6 por  r ad iac t iv idad .  (Figura 49) - 
Aislamiento de l a  l i g n i n a  de r a l c e s .  
Mater ial  vegeta l  inso lub le  de r a l c e s  (0,8 g )  y soluci6n 
de hidr6xido de sodio 0,5 N (20 m l ) ,  se calentaron  durante 
1 2  horas  con ag i t ac idn  a 80°C. A 1  cab0 de ese tiempo l a  mez- 
c l a  s e  f i l t r 6  y e l  res iduo inso lub le  se lav6 con agua. Es te  
t ra tamiento  s e  r e p i t i 6  dos veces m6s sobre el  residuo inso- , 
l ub le .  La soluci6n bds ica  proveniente de e s t o s  t ra tamientos  
se concentr6 has ta  unos 15 m l  y luego se a c i d i f i c 6  con dcido 
su l f i i r ico  5 N. E l  prec ip i t ado  de co lo r  pardo producido fue  
separado por cent r i fugaci6n  y posteriormente lavado tres ve- 
ces  con agua. Es te  p rec ip i t ado  s e  d i s o l v i 6  e n  l a  mlnima can- 
t idad  de hidrdxido de sodio  1,25 N (aproximadamente 4 m l )  y 
se agregaron e t a n o l  (16 m l )  y 6cido su l fGr ico  5 N h a s t a  
l i g e r a  acidez.  
La suspensi6n producida s e  separ6 por centr i fugaci6n 
y a l a  so luc i6n  l lmpida,  de c o l o r  pardo, r e s u l t a n t e ,  se 
el imin6 l a  mayor p a r t e  d e l  e t a n o l  por evaporacibn. En este 
punto p r e c i p i t 6  l a  l i g n i n a ,  l a  cua l  fue  separada por  cen- 
t r i f u g a c i 6 n  y posteriormente p u r i f i c a d a  por  rediso luc i6n  
en hidr6xido de sodio  1,25 N y p r e c i p i t a d a  por ad ic i6n  de 
dcido s u l f d r i c o  5 N h a s t a  l i g e r a  acidez.  Es ta  suspensidn 
se ca len td  a e b u l l i c i d n  con l o  que l a  l i g n i n a  coagulb y 
fue m a s  f a c i l  de sepa ra r  por  cent r i fugaci6n .  Se obtuvo 
l i g n i n a  ( 8 7  mg) l a  cua l  fue  d i s u e l t a  en hidrgxido de hyami 
-
ne (1 m l )  para  determinar r a d i a c t i v i d a d ,  como se indic6  an 
-
te r iormente  para  l a  determinaci6n de l a  r ad iac t iv idad  en 
e l  m a t e r i a l  vege ta l  no e x t r a l b l e  con metanol. Los r e s u l t a -  
dos obtenidos s e  indican  en l a  Figura 49, pdgina 138). 
W r i e n c i a  con gramina- ( 6 - 3 ~ ,  2-I4c) . 
P l a n t a s  de cebada de 11 d l a s  de d e s a r r o l l o  (aproxima- 
damente 2000) d i s t r i b u i d a s  en  t r e s  grupos de 50 p lan tas  ca 
- 
da uno, uno de 250 p l a n t a s  y o t r o  de aproximadamente 1600 
p lan tas ,  c u l t i v a d a s  en las condiciones hab i tua les ,  fueron 
suplementadas homoggneamente (50 vl/plan t a )  con una soluci6n 
que contenla  gramina-6-3~ (5,4 x l o 6  dpm/mg; 7,2 mg) , grami 
- 
6 na-2-14c (5,2 x 10 dpm/mg; 5,O mg) y gramina (34 rng) en 
". 
ne tano l  (5  m l )  y soluci6n s a l i n a  de r i e g o ,  has ta  un volumen 
3 14 f i n a l  de 100 m l  ( r e l ac ibn  H/ C : 1 , 3  determinada en m a  
a l l c u o t a  de 1 0 0  p 1 ) .  
A l a s  50, 96 y 120 horas  se procesaron 10s grupos de 
50 p lan tas ;  a  l a s  72 horas ,  e l  grupo de 250 p lantas  y el  
r e s t o  a  l a s  166 horas  de haber l e s  suminis trado l a  gramina 
r a d i a c t i v a .  En todos 10s casos ,  las  p l a n t a s  se procesaron 
como se i nd icd  para la exper iencia  con gramina-6-3~ (psgina 
2 2 1 )  h a s t a  l a  obtenci6n de 10s e x t r a c t o s  metandlicos, sa lvo  
que l a  a rena  fue e x t r a l d a  primeramente con agua y este ex- 
t r a c t ~  se junta  con e l  agua de r i e g o  remanente y se i i o f i l i  -
26 como se indic6  en l a  exper iencia  p i l o t o  (pdgina 2233. Se 
determin6 l a  r ad iac t iv idad  sobre  a l z c u o t a s  de cada uno de 
10s e x t r a c t o s .  
Se agreg6 a  10s e x t r a c t o s  metandlicos de r a l c e s  y t a l l o s  
(previamente lavados con hexano h a s t a  no mbs decoloracidnl,  
gramina (5)  y dcido a n t r a n l l i c o  (30) au tgn t i cos  ( en t re  15 y 
- -
20 mg de cada unol. La  soluc i6n  metandl ica se l l e v 6  a p H  9 
con so luc idn  de hidrexido de sod io  10% p/v y s e  e x t r a j o  con 
diclorometano; l a  f a s e  de diclorometano s e  secd sobre s u l f a t o  
de sod io  anhidro,  se f i l t r d  y evapor6 h a s t a  sequedad a pre- 
s i 6 n  reducida ,  E l  e x t r a c t 0  obtenido se d i s o l v i 6  en metanol 
( 0 , 2  m l )  y se sembrd en CCD prepara t iva  ( s l l i c a g e l ;  so lvente  
1) , con t ra  t e s t i g o  de gramina (5)  a u t g n t i c a .  La zona de l  c ro  
- - 
matograma correspondiente a gramina ( revelada  a 1  W, 254 nm) 
se desorbi6  desde l a  s l l i c a g e l  con rnetanol y e l  e x t r a c t o  
obtenido se evapord a sequedad a presidn reducida y se c r o  -
matografid en columna de s l l i c a g e l  ( so lventes  de desa r ro l lo :  
diclorometano y mezclas de dic1orometano:metanol de po la r i -  
dad c r e c i e n t e )  . La f r acc i6n  de eluc idn  de l a  c o l m a  que 
contenla  gramina (5) - (CCD, so lven te  1, Rf=0,45) , f u e  evapo -
rada a sequedad para determinar  l a  masa y s e  tom6 ma a l l -  
cuota  pa ra  l o s  ensayos de rad iac t iv idad ,  
~l e x t r a c t o  metandlico acuoso a l c a f i n o  remanente, se 
l l e v 6  a pH 5 con solucidn de dcido c l o r h f d r i c o  1%, y se ex -
t r a  jo  nuevamente con diclorometano. La f ase de diclorometa 
-
no se secd sobre s u l f a t o  de sod io  anhidro, se f i l t r 6  y eva 
- 
pox6 a sequedad a pres idn  reducida.  E l  res iduo obtenido se 
d i s o l v i d  en metanol (0,2 m l )  y se cromatografi6 en  capa d e l  
- 
gada p repara t iva  ( s l l i c a g e l ;  so lvente  13) con t ra  t e s t i g o  de 
6cido a n t r a n l l i c o  (30) . La zona d e l  cromatograma correspon- 
-
d i e n t e  a 30 (revelado a1 W; Rf=0,75), se desorbid desde l a  
-
s l l i c a g e l  con metanol; e l  solvente  se evapor6 a p res i6n  re- 
ducida h a s t a  unos pocos m i l i l i t r o s ,  y se t ransvasd  a un re- 
c i p i e n t e  adecuado para  r e a l i z a r  l a  sublimaci6n (llO°C, 1 a t m ,  
16-24 h o r a s ) .  E l  dcido a n t r a n l l i c o  as5  obtenido se pes6 y 
tom6 una a l l c u o t a  para  determinar  l a  r ad iac t iv idad .  
Los re su l t ados  obtenidos  en e s t a  exper iencia  se resumen 
en l a s  Tablas 1 2  y 13,  pSginas 147 y 1 4 8  , respectivamente. 

I 
Resumen. 
E l  o b j e t i v o  d e l  presente  t r a b a j o  fue e s t u d i a r  e l  catabo- 
lismo d e l  a l c a l o i d e  gramina en p lan tas  de  ffoadeum v u l g m e  
(cebada) ,  Dicho e s t u d i o  implic6 l a  s l n t e s i s  de gramina marca - 
da en d i s t i n t a s  pos ic iones  con isdtopos de carbon0 e hidr6ge -
no, y de o t r o s  compuestos ind6 l i cos  relacionados,  10s cuales  
fueron u t i l i z a d o s  en exper iencias  " i n  vivo" con p lan tas  de 
cebada en desa r ro l lo .  
Los productos s i n t e t i z a d o s  permit ieron r e a l i z a r  un estu-  
d i o  d e t a l l a d o  de 10s espec t ros  de R M N - ~ H  y part icularmente 
l?MN-l3c de indo les  s u s t i t u i d o s  . 
En e s t a  tesis s e  desa r ro l l a ron  10s s i g u i e n t e s  t e m a s :  
1, IntroducciBn: donde s e  resurnen l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  que 
l e  conf ieren  a ciertas mol6culas e l  c a r d c t e r  de a lca lo ide ;  
se descr iben l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de las p l a n t a s  de cebada 
u t i l i z a d a s ,  10s a l c a l o i d e s  presentes  en las m i s m a s  y en par- 
t i c u l a r ,  l a  presencia  de gramina y 10s e s t u d i o s  rea l izados  
por o t r o s  au to res  sobre su  b i o s l n t e s i s  y catabolismo, Se men 
- 
cionan ademds las propiedades b io l6gicas  de l a  gramina y se 
hace r e f e r e n c i a  a s u  pos ib le  funci6n en e l  vege ta l -  
2 ,  SZntesis  de i n d o l e s  isot6picamente marcados: Se descr ibe 
l a  s l n t e s ' i s  de 10s d i s t i n t o s  t razadores ,  r a d i a c t i v o s  o no, y 
. de o t r o s  compuestos ind6 l i cos  empleados en  l a  e lucidaci6n 
d e l  camino ca tab6 l i co  de gramins y en e s t u d i o s  espectroscbpL 
1 4  cos . ~110s fueron: grarnina-a- C, gramina-a-13~, gramina-2-14c, 
2 gramina-2-13~, gramina-6- H, c ~ r a m i n a - 6 - ~ ~ ,  indol-2-13c, 
2 indol-6- H, indol-3-carboxaldehido-2-14C. indol-3-carboxal 
- 
dehido-2-13c, indol-3-carboxaldehid0-6-~~, dcido indol-3- 
carboxf l i c 0 - 2 - ' ~ ~ ,  3- (h id rox imet i l )  - indo l t  3- (axninometil) - 
i ndo l ,  3-(metilaminometi1)-indol, 6-bromoindol, 6-bromogra 
- 
mina y 1 - t r i m e t i l s i l i l i n d o l .  
En e s p e c i a l ,  se d e s a r r o l l d  una s l n t e s i s  novedosa para  
l a  obtencidn de i n d o l e s  marcados con d e u t e r i o  o t r i t i o  en 
e l  a n i l l o  bencgnico, l a  c u a l  r e s u l t 6  super lo r  en e s p e c i f i c i  
-
dad y rendimiento qulmico e i so tdp ico ,  a las anteriormente 
conocidas. 
Se ac lararon  ademds algunas contradicciones ha l l adas  en 
l a  l i t e r a t u r a  sobre  l a  a p l i c a b i l i d a d  de modificaciones de 
l a  reaccidn de Madelung para  l a  s l n t e s i s  de  indo l  i s o t d p i c a  
- 
mente marcado. 
3 .  Experiencias con p lan tas  de cebada:En este Capftulo se 
describen: 
a )  Las condiciones u t i l i z a d a s  para  e l  d e s a r r o l l o  de las  plan  
t a s  y e l  metodo de inoculaci6n de t razadores  en p l a n t a s  de 
cebada i n t a c t a s  en d e s a r r o l l o .  
b) Experiencias de degradacidn de gramina-a-14~f donde se de 
- 
termind l a  degradacidn d e l  C-a a C 0 2 -  
c )  Experiencias de degradacidn de gramina-2-14~, donde se de 
- 
termin6 l a  degradacidn d e l  C-2 a C02-  
d )  Experiencias de degradaci6n de c ~ r a r n i n a - a - ~ ~ c  y s u  segui- 
miento por  R M N - ~ ~ C .  
e )  Experiencias  de competencia y captura  u t i l i z a n d o  gramina- 
a-14c y gramina-2-14~ en conjunto con p o s i b l e s  c a t a b o l i t o s  
como indol-  3-carboxaldehido, Scido indol-3-carboxflico o 3- 
(hidroxime til) -indo1 y t r i p t o f  ano, dcido N- fo rmi lan t ranf l i co  
o formiato,  respectivamente.  
f )  Exper iencias  de degradaci6n de indol- 3-carboxaldehido-2- 
14c y dcido indol-3-carboxflic0-2-~~~, donde se determind l a  
r e v e r s i b i l i d a d  de l a  conversiQn gramina indol- 3-carboxal 
- 
dehido. 
g) Experiencias  r e a l i z a d a s  con t a l l o s  a i s l a d o s  de cebada. 
h) Experiencias  de degradacidn de c ~ r a m i n a - 6 - ~ ~  y de gramina- 
3 (6-  H ,  2-14c) , donde se determin6 la degradaci6n t o t a l  d e l  
s is tema arom5tico.  
En base  a e s t o s  e s t u d i o s  se concluy6 que e l  C-a de l a  ca 
- 
dena l a t e r a l  de l a  gramina es degradado cuant i ta t ivamente  a 
C02, mient ras  que e l  C-2 s e r i a  eliminado como formiato que 
en gran p a r t e  s e  ox ida r fa  a C02 mientras  e l  r e s t o  p a s a r i a  a 1  
re se rvor io  de C-1 d e l  o r g a n i s m  donde s e r i a  posteriormente 
metabolizado a una variedad de compuestos. 
Los pasos en e s t a  degradacidn s e r i a n  l a  desmeti lacidn se 
- 
cuencia l  d e l  grupo dimetilamino y transformaci6n a indol-3- 
carbaxaldehido a t r av6s  de una transaminasa,  siendo esta par  
- 
te  de l a  secuencia  r e v e r s i b l e  y probablemente comk con el  
proceso b i o s i n t 6 t i c o  de l a  gramina. Posteriormente se produ- 
c i r l a  l a  oxidacidn i r r e v e r s i b l e  a dcido indol-3-carboxllico,  
descarboxilaciBn con pgrdida de l a  cadena l a t e r a l  y ruptura 
oxida t iva  d e l  a n i l l o  p i r r d l i c o  para d a r  dcido N - f o r m i l a n t r ~  
n l l i c o  y f inalmente dcido an t ranz l i co  y formiato.  L a s  expe- 
r i e n c i a s  com gramina-6-3~ permitieron adembs determinar que 
e l  dcido a n t r a n l l i c o  in termediar io  e r a  ttmbign rbpidamente 
3 degradado oxidativamente,  con el iminacidn d e l  H de l a  posi- 
c idn 6 de l a  gramina como 3 ~ 2 ~ .  
La r e v e r s i b i l i d a d  de l a  convers idn gramina indol-3-car 
- 
boxaldehido es ana l i zada  desde e l  punto de v i s t a  de s u  impli  
-
cancia  en la  b i o s l n t e s i s  de gramina, l a  c u a l  no se encontraba 
completamente e luc idada .  
4.  Andl is i s  espectrosc6pico:  Los d i s t i n t o s  compuestos inddl i -  
2 
cos s i n t e t i z a d o s ,  y en p a r t i c u l a r  l a  marcacidn con H y 13c, 
1 permit i6  e s t u d i a r  exhaustivamente 10s e s p e c t r o s  de RMN- H y 
R M N - ~ ~ C  de e s t o s  compuestos. En e s p e c i a l  se reasignaron l a s  
resonancias de 10s carbonos 5 y 6 de i n d o l  y gramina y 4 y 6 
de indol- 3-carboxaldehido en sus e spec t ros  de RMN-13c, 10s 
cuales  estaban ma1 asignados en l i t e r a t u r a .  Ademds, se de ter -  
minaron 10s e s p e c t r o s  de R M N - 2 ~  de 10s compuestos deuterados,  
10s cuales  permi t ie ron  tambign as ignar  inequlvocamente l a s  
I 
resonancias d e l  H-6 en 10s espect ros  de RMN- H de 10s compues 
-
t o s  s i n t e t i z a d o s .  
Se asignaron completamente l o s  e spec t ros  de RMN-'H de 
2 indol  , ind'ol- B - ~ H ,  6-bromoindol , gramina-6- A, 6-bromogramina 
5. Parte experimental: S e  describe la parte experimental de 
la labor realizada, donde se detallan las sintesis realiza- 
das, las tgcnicas extractivas, cromatogrdficas y espectros- 
cdpicas empleadas, las condiciones de crecimiento de las 
plantas y de adrninistraci61-1 de trazadores . 
Parte de este trabajo dio lugar a las siguientes publicaciones: 
- "Metabolism of gramine in Hattdeum vuLgahe plants. A time 
course studyn. 
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An. Asoc. Qufm. Argent., - 70, 1079 (1982) . 
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- "Synthesis of /6-2~/-indole, /6- H/-gramine and /6-3~/-graminen 
J. Lab. Compds. Radiopharm., - 23, n2 8, 857 (1986). 
- "13c NMR spectra of substitued indolesn . 
G.Burton, A.A.Ghini y E.G.Gros. 
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-
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